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RESUMO 

NANO E MICRO ENCAPSULAMENTO DO EXTRATO VEGETAL DE 

Azadirachta indica USANDO LIGNINAS DO BAGAÇO DE CANA-DE-

AÇÚCAR. O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um 

bioinseticida modelo para controle de insetos-pragas formulado com extrato 

vegetal de Azadirachta indica (nim), microencapsulado, utilizando como 

polímero natural ligninas extraídas do bagaço da cana-de-açúcar. Foram 

realizados diferentes métodos de extração e modificação química da lignina no 

intuito de comparação de rendimento, custo, vantagens ambientais e eficácia 

biológica. Entre as modificações químicas propostas as principais foram 

reações de oxidação e acetilação.  As técnicas utilizadas para a caracterização 

do biopolímero foram o IV-TF, RMN de 1H, MALDI-TOF e MEV. Tecnicas 

de quimiometria foram empregadas na analise de RMN, auxiliando na 

diferenciação dos biopolímeros segundo seu grupo: oxidadas, acetiladas e 

naturais. As ligninas foram utilizadas em processos de microencapsulação de 

extratos e frações do inseticida natural, Azadirachta indica L. Juss, por Spray-

Drying. Os produtos obtidos foram submetidos a ensaios de degradação 

térmica e fotoquímica. A formulação promoveu ganhos de estabilidade em 

aproximadamente 40% para o extrato vegetal formulado. O uso de protetores 

térmicos e UV comerciais também foram investigados onde verificou-se que 



 

 

a lignina foi mais eficiente que protetores fotoestabilizantes tradicionalmente 

comercializados, mostrando assim, a não necessidade de inserir aditivos 

sintéticos no processo de microencapsulamento e, consequentemente, no 

produto final. O microencapsulamento foi realizado utilizando o processo 

nomeado Nanoemulsão/Deslocamento Solvente desenvolvido no grupo de 

trabalho. Neste processo, o material vegetal foi nanoemulsionado, revestido 

por um filme biopolimérico formando as nanocápsulas e secas pela técnica de 

Spray-Drying gerando um cluster em escala micrométrica. Todo material 

formulado foi submetido a ensaios biológicos para os insetos Spodoptera 

frugiperda, Diabrotica speciosa, Diatraea saccharalis e Anticarsia 

gemmatalis que foram usados como modelos. Os dados obtidos nos ensaios 

biológicos demostraram que as formulações preparadas com nim e ligninas 

como envoltórios foram ativas contra os insetos-pragas tanto quanto o extrato 

vegetal não formulado.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

NANO AND MICRO ENCAPSULATION OF BOTANICAL EXTRACTS 

OF Azadirachta indica USING SUGARCANE BAGASSE LIGNINS. The 

present work aimed the development of a model bioinsecticide for pest insect 

control using microencapsulated botanical extracts of Azadirachta indica 

(neem), and natural polymer of lignins, witch were extracted from sugarcane 

bagasse. Several different extraction methods and chemical modifications 

were carried out on lignin in order to evaluate yield, cost, environmental 

advantages and biological efficacy. Among the proposed chemical 

modifications the main reactions were oxidation and acetylation. Techniques 

used for biopolymer characterization were FITR, 1H NMR, MALDI-TOF and 

SEM. Chemometric tools on NMR analyses aided on lignin differentiation 

according to their groups: oxidized, acetylated and naturals. Lignins were used 

in microencapsulation processes of extracts and fractions of the natural 

insecticide, A. indica L. Juss, by using Spray-Drying methods. The obtained 

products were subjected to thermal and photochemical degradation assays. 

The formulation promoted stability gains of approximately 40% for the 

formulated botanical extract. Use of commercial thermal and photochemical 

protectors were also investigated where it was observed that lignin was more 

efficient than traditional commercial photostabilizers protectors, showing that 



 

 

there is no need for adding synthetic protectors on microencapsulation 

process, and consequently, they are not needed on the final product. 

Microencapsulation was done through process known as 

Nanoemulsion/Solvent Displacement developed by the workgroup. In this 

process, botanical material was firstly nanoemulsioned, coated by a 

biopolymeric film in order to promote nanocapsules, and dried using Spray-

Dryer generating micrometric clusters. All formulated material was subjected 

to biological assays to Spodoptera frugiperda, Diabrotica speciosa, Diatraea 

saccharalis e Anticarsia gemmatalis. Data obtained on biological testes shows 

that formulations that were prepared with neem and lignin were as active as 

non-formulated botanical extract on pest insects. 
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1– INTRODUÇÃO 

 

 Desde os primórdios a humanidade tem nos insetos um dos principais 

fatores limitantes do desenvolvimento e produtividade. As primeiras técnicas de 

gerenciamento de insetos são descritas desde a antiguidade (século 16 a.C.), 

onde são relatadas várias substâncias químicas e orgânicas usadas para controlar 

pulgas, mosquitos e moscas (PANAGIOTAKOPULU et al., 1995).  Durante as 

décadas de 30, 40 e no início de 1950, compostos químicos tóxicos, como 

arsênio, mercúrio, chumbo e organoclorados, foram amplamente utilizados 

como agrotóxicos (DALY et al., 1998; MILLER, 2002). Somente a partir da 

Segunda Guerra Mundial, visando aumentar a provisão de alimentos para 

atender uma explosão demográfica mundial, é que houve necessidade de se 

buscar produtos mais eficientes (VEIGA et al., 2006).  Com o aumento na 

produção agrícola de países não industrializados, países como o Brasil e a Índia 

foram alguns dos principais beneficiados, mas juntamente com esses benefícios, 

alguns problemas começaram a surgir, sendo estes observados a partir do 

crescimento acelerado e desordenado do setor agrícola (PAULUS, 1999) 

 Na década de 90 a preocupação sobre o meio ambiente aumentou, pois 

umas das maiores consequências do crescimento da produção agrícola foi o 

consumo elevado e descontrolado de agrotóxicos, destacando-se o composto 

dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). (ALVAREZ et al., 2003; SHABBIR et al., 

2005). 
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 Entre os países da América Latina, o Brasil se destaca como o maior 

consumidor de inseticidas (SPADOTTO, 2006) e em 2008, o Brasil se tornou o 

maior consumidor mundial, quando utilizado mais de 700.000 toneladas que 

geraram receita de 7,1 bilhões de dólares para a indústria química. Agrotóxicos no 

Brasil estão disponíveis através de 1.079 produtos de 470 ingredientes ativos, 

os quais são divididos em herbicidas (45%), inseticidas (27%) e fungicidas (28%) 

(PEDLOWSKI et al., 2012). 

 Os agroquímicos são usados de diferentes maneiras, em função das suas 

características físico-químicas. No entanto, devido a vários processos de 

degradação, tais como lixiviação ou destruição por luz, temperatura, 

microorganismo ou mesmo a água (hidrólise), apenas uma pequena quantidade 

destes produtos químicos chegam ao local de destino. Neste caso, as 

concentrações aplicadas destes compostos têm sido muito maiores do que o 

necessário. Por outro lado, a concentração que alcança o seu alvo pode ser mais 

baixa do que o mínimo necessário para a eficácia (MOGUL et al., 1996).  Em 

geral, dependendo do tempo e do método de aplicação, a quantidade de 

agroquímicos aplicados, de até 90%, pode não atingir a meta e por isso não 

produzir a resposta biológica desejada. Por esta razão, a aplicação repetida dos 

agroquímicos se torna necessária, portanto, para um eficiente controle das 

pragas alvo, o aumento do custo e consequências indesejáveis para o 

ecossistema podem ser observados (MOGUL et al., 1996).  
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 A produção agrícola tem na ocorrência de pragas e doenças um dos 

principais fatores limitantes ao seu desenvolvimento. É inevitável o uso de 

defensivos agrícolas para reduzir a perda da produção agrícola. Devido à 

urgência de novos defensivos agrícolas, a introdução dos mesmos aconteceu de 

tal forma que não foram estudados seus efeitos toxicológicos (SAIL et al., 

1993). Devido à falta de seletividade, o seu uso sem restrições também podem 

levar à eliminação de inimigos naturais, o que implica no crescimento rápido da 

população praga. Além disso, muitas vezes faz com que os insetos criem 

resistência para os agroquímicos (MOGUL et al., 1996) 

 

1.1 - Desenvolvimento de biopesticidas 

 Além dos produtos sintéticos convencionais formulados, hoje, os “bio” 

pesticidas (nome tradicional utilizado para os pesticidas de origem natural) 

constituem-se como uma opção e/ou complemento ao desenvolvimento de novas 

formulações para o controle de pragas, reduzindo ou eliminando o uso de 

agrotóxicos. Os biopesticidas são geralmente classificados como: i) produtos 

vegetais ou microbianas ou ii) microorganismos vivos que são capazes de 

controlar patógenos de plantas e pragas (ROUSIDOU et al., 2013). 

 Recentemente, o Spinosad (Tracer®), composto principalmente por 

espinosina A e espinosina D, obtidas da fermentação aeróbia pela bactéria de 

solo Saccharopolyspora spinosa. Esse produto natural foi registrado para o uso 

como um protetor em produtos armazenados, tais como trigo, arroz, sorgo, 
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aveia, cevada e milho nos EUA. O Spinosad, por sua característica natural foi 

aprovado para uso na agricultura orgânica por numerosos órgãos de certificação 

nacional e internacional (EISSA et al., 2014). 

Diversos produtos naturais são relatados na literatura como biopesticidas e 

alguns exemplos foram citados na TABELA 1.1.  

 Os biopesticidas podem resultar em redução de custos de produção, 

prevenir danos provocados por insetos às culturas, ao meio ambiente e aos 

consumidores que, neste caso, não correm o risco de adquirir grãos, hortaliças e 

frutas com resíduos tóxicos (UCR-NE, 2010).  

 Apesar da viabilidade técnica de desenvolvimento de novos pesticidas a 

partir do uso dos produtos naturais, devem ser primeiramente solucionados, 

problemas de aplicação em campo, produção, regulamentação, armazenamento e 

reprodutibilidade da eficácia biológica, permitindo que tais produtos possam ser 

adquiridos com confiabilidade pelo mercado consumidor (CAPALBO et al., 

2001). Diversos fatores podem alterar a estabilidade de um composto ativo de 

origem natural. Cada componente presente quer seja ele ativo ou inativo, 

dependendo da quantidade, pode afetar a estabilidade. Outros fatores, chamados 

de extrínsecos, como a temperatura, radiação, luz, ar (especificamente o 

oxigênio, dióxido de carbono e vapores de água), umidade, local e hora da coleta 

e de acondicionamento, também alteram a estabilidade e o conteúdo de 

compostos ativos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Há também os fatores 

intrínsecos como: pH, hidrólise, racemização e oxidação. 
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TABELA 1.1 – Alguns exemplos de biopesticidas pesquisados. 

Gênero Biopesticidas Referências 

 

 

 

 

Bactérias e 

fungos 

Beauveria bassiana  

Metarhizium anisopliae 

Bacillus sphaericus 

Bacillus thuringiensis var. 

israelensis 

Bacillus thuringiensis var. 

kurstaki 

Bacillus thuringiensis var. 

aizawai 

EISSA et al., 2014; 

EISSA et al., 2014; 

PANNEERSELVAM et al., 2003; 

LUNA-FINKLER e FINKLERB, 

2008; 

CHENG et al., 1992; 

 

YULE e SRINIVASAN, 2003;  

 

 

 

 

 

Plantas 

Spinosad 

 

Azadiracta indica 

 

 

 

Rhodojaponin III 

Melia volkensii 

Melia azedarach 

 

Trichilia americana 

PINERA e ÜNER, 2013; EISSA et 

al., 2014; 

YULE e SRINIVASAN, 2003; 

WANDSCHEER et al., 2004;  

VENZON et al., 2005; MORGAN, 

2009; HANIFAH et al., 2011; 

AHMAD, 2012;  

DONG, 2013; 

WANDSCHEER et al., 2004; 

AKHTAR e ISMAN. 2014ab; 

WHEELER et al., 2001. 

 

 

 

Óleos 

essenciais 

Tomilho (Thymus vulgaris 

L.) 

Alecrim (Rosmarinus 

officinalis) 

Menta (Mentha spp.) 

Eugenol 

Monoterpeno 1,8-cineolo 

 

VENSKUTONIS, 1997; 

 

ISMAN, 1999; 

KEDIA et al., 2014; 

ABBASZADEH et al., 2014; 

CHOI et al., 2004. 

  

  

 Na ausência de protocolos de produção e métodos de controle de 

qualidade torna-se impossível garantir a reprodutibilidade da ação biológica 

esperada para um determinado produto entre diferentes lotes.  Avaliando a 
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reprodutibilidade biológica entre diferentes extratos de Azadirachta indica, 

Forim e colaboradores (2010a), destacam a importância do uso de método de 

controle de qualidade. Neste trabalho, diferentes extratos de A. indica obtidos 

por várias técnicas de extração foram aplicados contra a Spodoptera frugiperda 

(Lepidoptera: Noctuidae; J. E. Smith, 1797). A FIGURA 1.1 ilustra a 

mortalidade de larvas de S. frugiperda em função do teor de azadiractina 

(principal componente dos extratos de A. indica) nos extratos vegetais. Ficou 

evidente que as técnicas de extração mais eficiente proporcionaram extratos com 

melhores conteúdos do princípio ativo e melhores resultados de ação inseticida 

Os extratos com maiores conteúdo do composto ativo azadiractina foram ativos 

mesmo em menores dosagens (FORIM et al., 2010a). 

 

FIGURA 1.1 - Médias da mortalidade da fase larval (%) de lagartas de S. 

frugiperda alimentadas com dieta artificial tratadas com extratos de A. indica a 

100,0 mg.kg-1 (FORIM et al., 2010a).  
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1.2 - Formulação 

 Juntamente ao descobrimento, desenvolvimento de novos extratos, 

moléculas ativas e com a identificação de novos alvos/modo de ação, também 

houve a necessidade de se criar novas formulações e modos de aplicação em 

campo. Neste sentido, uma ampla variedade de tipos de formulações, aditivos e 

processos tecnológicos vêm capacitando o desenvolvimento de novos pesticidas 

contendo ingredientes ativos com diferentes propriedades físicas e/ou químicas. 

Como exemplo, pode-se citar ingredientes ativos solúveis em água que são 

preparados em soluções aquosas ou como pós molháveis, enquanto que 

ingredientes ativos oleosos, solúveis em hidrocarbonetos, são normalmente 

formulados como concentrados emulsionáveis (VALKENBURG, 1973).

 Compostos ativos que possuem baixa solubilidade em água ou 

hidrocarbonetos oleosos podem ser formulados como suspensões, pós ou 

granulados dispersos em água (VALKENBURG, 1973). Outros tipos de 

formulações de aplicação especial são granulados com aplicação direta no solo, 

no tratamento de sementes ou durante a semeadura (DELANEY et al., 2006).  

 As formulações têm como objetivo promover o uso conveniente e seguro 

de um produto que não seja deteriorado num período de tempo e obter a máxima 

atividade inerente a um composto ativo. Desde a década de 80, tem ocorrido um 

rápido desenvolvimento de formulações mais sofisticadas, isso se deve à 

disponibilidade de poderosos surfactantes e outros aditivos, e um melhor 

entendimento dos princípios da química de colóides e de superfície que 
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permitem aumentar a estabilidade da formulação e sua atividade biológica. Nos 

últimos anos tem havido um grande aumento nos tipos de formulações indo de 

encontro com as necessidades do operador, segurança ambiental ou para 

melhorar a atividade e persistência dos compostos ativos (KNOWLES, 2008).  

 Atualmente a GCPF – Global Crop Protection Federation (CropLife 

International) lista cerca de 80 diferentes tipos de formulações. As mais comuns 

são: granulados (GR), soluções concentradas (SL), concentrados emulsionáveis 

(EC), pós molháveis (WP), suspensões concentradas (SC), emulsões óleo/água 

(EW), nanoemulsões (NE), granulados dispersos em água (WG), nanopartículas 

(NC), etc (FARIA e WRAIGHT, 2007). Na tabela abaixo alguns exemplos de 

ingredientes ativos são apresentados (TABELA 1.2). 

 

TABELA 1.2 – Exemplos de ingredientes ativos utilizados na forma de 

formulações. 

Ingredientes ativos Tipo de formulação Referências 

β-Caroteno Nanoemulsão QIAN et al., 2012a , 2012b; 

Azadiracta indica Nanopartículas DA COSTA et al., 2014; 

Benomil Pó molhável  SINGH, 1993; 

 

Piretróide ciflutrina 

Concentração 

emulsionáveis e Pó 

molhável 

 

ARTHUR, 1994; 

 

 

Lambda-cialotrina 

Concentração 

emulsionáveis e Pó 

molhável 

 

PAN et al., 2009; 

Carboxilato de nicotina Nano emulsão CASANOVA, 2005; 

Diazone Microcapsulas GREENE et al., 1992; 
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1.3 - Nanotecnologia 

 Uma abordagem mais sofisticada para a formulação de agroquímicos 

envolve a nano e microencapsulação. Entre as principais vantagens ao setor 

agroquímico se pode destacar sua capacidade de controlar e liberar em que 

condições específicas o ingrediente ativo é liberado, aumentar a solubilidade e 

reduzir o contato dos ingredientes ativos com os trabalhadores rurais. Um 

grande número de diferentes estratégias tem sido proposto para modificar as 

características físico-químicas das nano e micro partículas e, assim, sua 

interação com o meio biológico.  

 GREENE et al. (1992), utilizaram poliacrilatos de n-alquilo (Intelimer®) 

para produzir microcápsulas do inseticida organofosforado diazone que 

liberassem controladamente esse composto ativo através do aumento da 

temperatura, acima de 30ºC, que é a temperatura de fusão do polímero. As 

experiências foram realizadas com as pragas Diabrotica balteata e Diabrotica 

virgifera à 20 ºC e 32 ºC, abaixo e acima do ponto de fusão do polímero, 

respectivamente.  A mortalidade foi comparada à formulação granular 

comercial. Em temperaturas mais baixas, a formulação comercial apresentou 

melhor mortalidade. Em temperaturas mais elevadas a atividade da formulação 

encapsulada foi melhor, apresentando cerca de 90% de mortalidade, ao final de 

um período acima de 8 semanas. Sendo que a formulação comercial de fato 

havia perdido um pouco sua atividade, presumivelmente devido à degradação 

pelo calor (GREENE et al., 1992).  
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 Através do uso das técnicas de nanoencapsulamento de substâncias 

orgânicas já é possível modificar a natureza química da matriz polimérica das 

partículas alterando certas características como biorrecognição, biodistribuição, 

bioadesão, biocompatibilidade, mobilidade e biodegradação. Uma segunda 

melhora para modificar a resposta biológica é baseada na incorporação de 

adjuvantes nas partículas. Nesse caso, proteínas (por exemplo, albumina, 

invasina e lectina) e polímeros (polietilenoglicol, poloxaminas) são algumas das 

moléculas comumente investigadas. Finalmente, diferentes processos de 

produção de nano/micropartículas estão disponíveis e podem desenvolver e/ou 

melhorar características físico-químicas como tamanho, estrutura, morfologia, 

textura de superfície e composição (SOPPIMATH et al., 2001; COUVREUR et 

al., 2002; TICE e GILLEY, 1985; IBRAHIM et al., 1992; CALICETI et al., 

2004; ASLANI e KENNEDY, 1996; FESSI et al., 1989; BARICHELLO et al., 

1999; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004; GANACHAUD e KATZ, 2005; 

QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; PATIL, 2003; BOCANEGRA et al., 

2005; CIACH, 2006; TSE et al., 1999; COOMBES et al., 1997).  

 Enquanto que as nanopartículas precisam ser preparadas em meios 

líquidos, suspensões coloidais, as micropartículas podem ser obtidas com a 

remoção da água dos sistemas coloidais contendo nanopartículas utilizando um 

suporte de secagem pelas técnicas de liofilização ou Spray-Drying (TEWA-

TAGNE et al., 2006; TSE et al., 1999; GARCIA-DIEGO e CUELLAR, 2005 e 

2008) ou diretamente pela eliminação de solventes de produtos formulados sem 
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a necessidade de se obter primeiramente nanopartículas (BOCANEGRA et al., 

2005; TSE et al., 1999; COOMBES et al., 1997). 

 

1.4 - A cana-de-açúcar e as ligninas 

 Devido à vasta biodiversidade encontrada em seu território, o Brasil 

dispõe de uma grande variedade de resíduos agrícolas e agroindustriais cujo 

bioprocessamento pode ser de grande interesse econômico e social 

(BRINGHENTIL et al., 2007). Também, o Brasil é o maior produtor mundial de 

cana-de-açúcar. As áreas em 2013/14 cultivadas com cana-de-açúcar, destinados 

à atividade sucroalcooleira estão estimadas em 8.799 milhões de hectares, sendo 

o estado de São Paulo o maior produtor com uma participação de 51,3% (4.515 

milhões de hectares). A indústria brasileira de açúcar e álcool (sucroenergética) 

produziu aproximadamente 41milhões de toneladas de açúcar e outros 27 

bilhões de litros de etanol (CONAB, 2013).  

 A cana-de-açúcar além de fornecer álcool e açúcar, fornece também 

matéria-prima para muitas indústrias como a do papel e bebidas, possuindo 

aplicações em potencial em diversos outros setores da indústria 

(GAMBARATO, 2010; CORDEIRO et al., 2009). Nesses processos, após sua 

moagem, o principal subproduto é o bagaço. Outro importante subproduto é a 

palha, que foi proibida gradualmente de ser queimada no campo pela Lei nº 

11.241, de 19 de setembro de 2002 (LINS e SAAVEDRA, 2007).  
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 Grande parte desse bagaço é utilizada como combustível na geração de 

calor e energia elétrica (VASQUÉZ et al., 2007). O bagaço e a palha são 

materiais lignocelulósicos compostos de celulose, hemicelulose e lignina que 

podem ser explorados por outros setores na produção de produtos de maior valor 

agregado. Como exemplo, celuloses podem ser aplicadas nas indústrias 

farmacêuticas, tanto na sua forma nativa quanto na forma de derivados 

fisicamente e quimicamente modificados. Sua gama de aplicação varia dos 

materiais de acondicionamento e embalagens até suportes para soft-drugs 

(NETO e PETROVIK, 1997). Em outros setores da indústria, produtos 

derivados de celulose são encontrados em fibras, filmes, filmes fotográficos, 

substitutos de vidro e ligas para tintas ou pastas de papel, adesivos, sabonetes e 

resinas sintéticas. Um grande consumidor é a indústria da construção civil, que 

emprega gesso, cimento, pasta para papel de parede ou adesivos especiais com 

espessantes à base de celulose. As substâncias preferidas são os chamados éteres 

de celulose, que incluem principalmente o setor de construção, metilcelulose, 

hidroxietil celulose, carboximetil celulose e metilhidroxido propila celulose. A 

indústria alimentícia também depende do efeito espessante do éter celulose, que 

desacelera o descongelamento do sorvete, por exemplo. Neste campo há altos 

padrões de materiais brutos que são usados (NETZSCH, 2014). As ligninas 

foram utilizadas na síntese de resinas fenólicas em meio alcalino (resol) para 

fabricação de colas de madeira na confecção das placas de compensados e 

aglomerados (DOS SANTOS e CURVELO, 1999). 
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 A lignina é um componente não-carboidrato da parede celular dos 

vegetais, normalmente considerada indigestível e também inibidora da 

digestibilidade da parede celular das plantas forrageiras, acentuando a sua ação, 

à medida que o vegetal amadurece (FUKUSHIMA et al., 2000). Do ponto de 

vista funcional, ligninas facilitam o transporte de água, conferem resistência às 

paredes celulares e impedem degradação dos polissacarídeos da parede, atuando 

como uma importante linha de defesa contra patógenos, insetos e outros 

herbívoros (HATFIELD e VERMERRIS, 2001).  

 Pesquisas têm sido realizadas com o intuito de permitir aplicações mais 

nobres em termos tecnológicos das ligninas a partir de um maior conhecimento 

das propriedades desta complexa e abundante matéria-prima (ALESSIO et al., 

2008). As ligninas são biossintetizadas via polimerização de três monômeros 

fenilpropanóides (C6-C3) (FIGURA 1.2). Estes monômeros apresentam 

estruturas que variam entre si apenas no grau de metoxilação dos carbonos 3 e 5. 

São eles os alcoóis p-coumarílico (ausência de grupamentos metoxílicos), 

coniferílico (metoxilação no C3) e sinapílico (metoxilação nos C3 e C5) 

(FUKUSHIMA e HATFIELD, 2003) e esses monolignóis variam de acordo com 

a planta (SUHAS et al., 2007; DEWICK, 2009; MANN, 2005; DONALDSON, 

2001). 
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FIGURA 1.2 - Monômeros de monôlignol. (a) álcool p-coumaril (4-hidroxifenil, 

H), (b) álcool coniferil (guaiacil, G), (c) álcool sinapil (siringil, S). 

 

 O acoplamento oxidativo entre monolignóis pode resultar na formação de 

várias ligações diferentes interunidades. Em ligninas nativas, as unidades de 

fenilpropano estão ligadas uma à outra por uma série de ligações características 

do tipo β-O-4, β-5, β-β, etc. (RUGGIERO et al., 2005).  

 Atualmente, há dois modelos para os radicais de acoplamento para 

produzir uma molécula de lignina funcional. Um deles é o modelo de 

acoplamento aleatório, que surgiu durante os primeiros estudos sobre a estrutura 

da lignina e, o segundo se baseia na definição de proteínas dirigentes de DAVIN 

e LEWIS (2000), onde a lignificação deve ocorrer sob regulação estrita de 

proteínas especializadas que controlam a formação de ligações individuais. As 

proteínas dirigentes irão dirigir o acoplamento de dois radicais monolignóis, 

produzindo um dímero com um único regio- ou estereoisômero de configuração. 

Estes dímeros são conhecidos como lignanas (BURANOV e MAZZA, 2008) e 

está comumente presente em diversas plantas. A lógica para este novo modelo é 

a crença de que a natureza não deixaria a formação de importantes moléculas 
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como lignina "ao acaso" (HATFIELD e VERMERRIS, 2001).  Os monolignóis 

também podem formar ligações com outros polímeros da parede celular além da 

lignina, através de ligações polissacarídeos e protéicas cruzadas com a lignina, 

formando uma rede tridimensional muito complexa (BURANOV e MAZZA, 

2008; WHETTEN et al., 1998).   

 

1.5 – Métodos de polpação e isolamento de ligninas 

 O processo de polpação Kraft é o método dominante de produção de 

celulose em todo mundo, empregando uma combinação de hidróxido de sódio e 

sulfeto de sódio a temperaturas altas (~170 °C) onde a lignina é degradada 

efetivamente em fragmentos solúveis em água e fibras de polpa 

predominantemente compostas de celulose e hemicelulose (FIGURA 1.3). No 

entanto, o processo de polpação Kraft convencional remove até 95% da lignina 

na fibra, e a lignina restante deve ser removida empregando substâncias 

químicas oxidativas. Recentemente, órgãos do governo e entidades 

ambientalistas vêm questionando a poluição causada pelo efluente oriundo do 

processo de branqueamento da polpa celulósica (PERISSOTTO e RAMOS, 

2002; GUERRA et al., 2007) 
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Bagaço da cana-de-açúcar
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FIGURA 1.3 – Processo de polpação Kraft. 

 

 Outros métodos que podem ser citados são: a) método de Klason (VITAL 

et al., 1989; FUZETO, 2003; FIRMINO et al., 2006); b) processo organossolv 

(acetosolv e formacell) (BENAR et al., 1999); c) processo do ácido tioglicólico; 

d) lignina nativa ou de Brauns (ZAKZESKI et al., 2009); e) lignina liberada 

enzimaticamente; f) lignina de madeira moída; (SALIBA et al., 2001), g) 

polpação aceto; e h) deslignificação alcalina ou processo soda (SUN et al., 2003; 

SANTOS et al., 2010; DOHERTY et al., 2011). 

 As espécies vegetais possuem diferentes quantidades de ligninas e razão 

entre os monômeros utilizados. Em madeiras de coníferas a quantidade de 

ligninas é cerca de 30%. Já em madeiras de folhosas, ela pode variar entre 15% 

e 24%, enquanto, no bagaço de cana-de-açúcar o teor de lignina é 

aproximadamente 21% (ALESSIO et al., 2008).  

 Apesar da extensa investigação, a estrutura complexa e irregular 

da lignina não é completamente compreendida e isso se deve principalmente a 

grande diversidade da estrutura das ligninas quando se estuda diferentes 
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vegetais, ou até mesmo quando são analisadas partes diferentes de uma mesma 

planta, transformando assim a lignina em um composto de estrutura difícil de ser 

caracterizada (SILVEIRA e MILAGRES, 2009).  Em parte, essa dificuldade se 

dá especialmente porque o protocolo de extração é direcionado para modificar e 

degradar o polímero de lignina.  Embora muitos métodos químicos e 

enzimáticos tenham sido desenvolvidos para o isolamento de lignina a partir de 

fibras de matéria vegetal, nenhum deles é incapaz de causar alterações 

estruturais durante o isolamento. Determinar os constituintes de lignina por 

degradação química é uma tarefa extremamente trabalhosa, que infelizmente, 

não dá respostas claras como a sua composição molecular (WHETTEN et al., 

1998; BANOUB, 2003; SUN et al., 2003). 

 

1.6 – Métodos de análises de ligninas 

 As técnicas mais utilizadas para a análise das ligninas são a 

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (BILBA e 

OUENSANGA, 1996; COTRIM et al., 1999), ultravioleta (MANCERA et al., 

2010), análise termogravimétrica (OUNAS et al., 2011), cromatografia de 

exclusão por tamanho (GUERRA et al., 2007; MATTINEN et al., 2008), 

ressonância magnética nuclear de 1H, 13C e 31P (SUN et al., 2003; CAPANEMA 

et al., 2004; GUERRA et al., 2007) e espectrometria de massas do tipo MALDI-

TOF e APCI-MS (BANOUB, 2003; MATTINEN et al., 2008; YOSHIOKA et 

al., 2011). 
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1.7- Azadirachta indica (nim) 

 Azadirachta indica (Meliaceae), sin. Antelaea azadirachta, Melia 

azadirachta, conhecida popularmente como nim, tem sido usada por séculos no 

Oriente como planta medicinal aplicada no tratamento de inflamações, infecções 

virais, hipertensão e febre, planta sombreadora, repelente, material para 

construção, combustível, lubrificante, adubo e mais recentemente como 

inseticida (MOSSINI e EMMELMEIER, 2002). O nim, originário de Burma 

(Mianmar) e da Índia, pode ser encontrado em diversos países de clima tropical, 

da Austrália ao sul dos Estados Unidos. No Brasil, o nim foi introduzido em 

1986 sendo, com sucesso, cultivado nas regiões norte, nordeste e centro oeste 

(MARTINEZ, 2002). 

 O grande interesse atual nas pesquisas envolvendo o nim, principalmente 

nos países ocidentais (Europa e Américas), são suas propriedades inseticidas 

(BOEKE et al., 2004). Atualmente o nim tem ação comprovada sobre mais de 

400 espécies de insetos e ácaros, causando os mais diversos efeitos como, por 

exemplo, repelência, efeito antifágico, repelência de postura, interrupção do 

desenvolvimento e da ecdise, atraso no desenvolvimento, redução da fertilidade 

e fecundidade e diversas outras alterações no comportamento e na fisiologia dos 

insetos, que podem levar a um controle populacional ou mesmo à morte dos 

insetos (MARTINEZ, 2002; MORDUE e BLACKEWELL, 1993; DHAR et al., 

1998).  
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O principal composto ativo do nim é um limonóide tetranortriterpeno C-

seco conhecido como azadiractina (FIGURA 1.4) A azadiractina é um 

limonóide que se concentra principalmente nos frutos, contudo, pode ser 

encontrado em menores teores em toda a planta (FORIM, et. al., 2010b) 

 

 

 

 

FIGURA 1.4 - Estrutura química da azadiractina. 

 Do ponto de vista prático, o nim apresenta diversas características que o 

tornam muito promissor para o uso no controle de pragas: (i) a planta não 

precisa ser destruída para se produzir os extratos e possui uma multiplicidade de 

compostos, o que torna mais difícil aos insetos adquirirem resistência, (ii) a 

concentração dos compostos ativos é alta, (iii) os compostos são parcialmente 

solúveis em água e são fáceis de extrair e com baixo custo, (iv) pela sua forma 

de ação os compostos são mais tóxicos às pragas que aos inimigos naturais, (v) 

os produtos são praticamente inócuos ao ambiente e ao homem, (vi) são 

totalmente biodegradáveis, com baixa persistência no ambiente, etc. 

(CHARLETON et al., 2005).  

 Apesar das diversas características favoráveis no uso do nim, sua 

aplicação agrícola ainda enfrenta algumas dificuldades tecnológicas que 

precisam ser superadas. Os produtos tradicionais de nim comercializados hoje, 
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não oferecem nenhuma proteção aos compostos ativos. Estudos demonstraram 

que a atividade atribuída à molécula da azadiractina presente no óleo de nim 

pode ser reduzida a quase 60% após 4 h de exposição deste produto ao sol, 

podendo chegar próximo a 50% em 15 h (MARTINEZ, 2002; FÖRSTER e 

MOSER, 2000). Resultados obtidos no campo indicaram que o extrato da A. 

indica aplicado sobre as culturas podem permanecer ativos por cerca de três dias 

apenas (BARREK et al., 2004). Mesmo quando os produtos comerciais de nim 

são armazenados sob condições ideais, como ao abrigo da umidade, luz e 

temperatura, o teor de azadiractina decai em função do tempo. A FIGURA 1.5 

ilustra uma curva de decaimento do teor de azadiractina, em um óleo comercial 

de nim, ao longo do período de 4 meses (FORIM, 2009). Neste estudo, ficou 

evidente que o teor de azadiractina, inicialmente próximo aos 1400 ppm, reduziu 

a aproximadamente zero em um produto armazenado. Esta degradação acelerada 

praticamente inviabiliza o armazenamento do produto, gerando uma diversidade 

de problemas técnicos para sua comercialização.   
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FIGURA 1.5 - Curva de degradação de azadiractina em óleos de A. indica 

(FORIM, 2009). 

 

 Referente à degradação fotoquímica que a azadiractina sofre quando 

aplicada em campos de cultivo, em amostras de óleo de nim submetidas ao 

processo de envelhecimento acelerado por radiação UV se observou uma 

degradação constante da azadiractina. Em um sistema fechado a velocidade de 

degradação em amostras de óleo/água foi aproximadamente 108 vezes maior 

que amostras de óleo isento de água. Estes resultados demonstram a ação 

degradativa da umidade sobre o produto natural num mecanismo de hidrólise 

catalisado por radiação ultravioleta. 

 

Azadiractina    +    H2O                               Produtosh
 

 

  Os problemas descritos anteriormente demonstram algumas 

barreiras para o uso comercial de bioinseticidas formulados com o nim na 
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agricultura orgânica, no que se referente à sua produção e comercialização em 

escala industrial. Primeiramente, há a necessidade de pesquisa e 

desenvolvimento de produtos estáveis independente de características climáticas 

locais, prolongando o tempo de ação em campo possibilitando um controle 

efetivo sobre os insetos pragas. Em segundo plano, há a necessidade de se 

formular o produto sem que ele perca suas características de “amigo do meio 

ambiente” e baixa toxicidade. Por último, há a necessidade de técnicas de 

enriquecimento e controle de qualidade nos produtos a serem disponibilizados 

no comércio assegurando a reprodutibilidade de sua eficácia inseticida 

independente do lote ou período de aplicação. 

 

1.6 - Insetos pragas 

 O método tradicional utilizado nos últimos anos para o controle de pragas 

tem sido através da utilização de pesticidas químicos e os impactos gerados da 

aplicação desses pesticidas tem sido motivo de preocupação, pois seus efeitos 

têm provocado varias mudanças no meio ambiente, como por exemplo, 

resistência de pragas, morte dos inimigos naturais e doenças aos produtos 

aplicados (PIERZYNSKI et al., 1994). Além disso, tem se observado que a 

eficácia de pesticidas químicos está diminuindo, esse fato está ocorrendo devido 

a adaptação das pragas à estes pesticidas, o que tem levado à um aumento 

exponencial da quantidade de produto utilizado na pulverização (XIE et al., 
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2014). Assim, há uma grande busca em novos controles químicos que não gere 

resistência das pragas e que não cause mal ao meio ambiente.  

 

1.6.1 – Spodoptera  frugiperda 

 As espécies do gênero Spodoptera são amplamente distribuídas no mundo 

e das 30 espécies descritas, metade é considerada praga de variadas culturas de 

importância econômica. Dentre elas, Spodoptera frugiperda destaca-se por se 

alimentar em mais de 80 espécies de plantas, incluindo o algodoeiro, milho e 

soja  (BARROS et al., 2010). A S. frugiperda conhecida na fase larval como 

lagarta-do-cartucho, é a principal praga da cultura do milho no Brasil e, nos 

últimos anos, vem aumentando de severidade em várias áreas cultivadas. Entre 

os motivos apontados para esse aumento de importância da praga, pode ser 

citado o desequilíbrio biológico, pela eliminação de seus inimigos naturais, e 

também da exploração da cultura, que é cultivada em várias regiões brasileiras, 

em duas safras anuais (CRUZ e MONTEIRO, 2004; GIOLO et al., 2002). 

 Muitas são as pesquisas visando o controle deste inseto praga 

(TOSCANO et al., 2012; BARROS et al., 2010; FARINELLI e FORNASIERI 

FILHO, 2006; POLANCZYK, 2004; SARMENTO et al., 2002) 

 FORIM e colaboradores (2010a) relataram que extratos de nim com teor 

de azadiractina superior a 3,0 μg.kg-1de dieta causaram 100% de mortalidade. Os 

ensaios biológicos visaram verificar se a atividade inseticida já conhecida do 

nim sobre a S. frugiperda (FORIM et al., 2010a) se manteria após o processo de 
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encapsulação utilizando o polímero natural extraído do bagaço de cana-de-

açúcar, a lignina. 

 

1.6.2 - Diabrotica speciosa 

 A espécie Diabrotica speciosa (GERMAR, 1824) (Coleoptera: 

Chrysomelidae), é um inseto fitófago conhecido entre os agricultores como 

“vaquinha”, “brasileirinho” ou “patriota”, que pode causar severos danos, 

principalmente nos estágios iniciais de desenvolvimento das culturas (STÜPP et 

al., 2012; MARQUES et al., 1999). Na fase adulta, D. speciosa causa o 

desfolhamento das plantas e na fase larval (conhecida popularmente como larva 

alfinete) danifica sementes e raízes de várias espécies de plantas cultivadas 

(ÁVILA e PARRA, 2002). O consumo de raízes reduz a capacidade de a planta 

absorver água e nutrientes, tornando-a menos produtiva como também mais 

suscetível às doenças radiculares e ao tombamento, o que acarreta aumento de 

perdas da produção (MARQUES et al., 1999). 

 A aplicação de inseticidas organossintéticos tem sido o método de 

controle predominante para a redução da população das pragas, entretanto, 

apesar da grande quantidade de produtos anualmente utilizada nas lavouras, o 

nível de redução das perdas não é satisfatório (CARVALHO e FERREIRA, 

1990). Pesquisas estão sendo desenvolvidas em busca de controles químicos e 

biológicos contra a D. speciosa (EDUARDO et al., 2014; FALCO e SILVA-

FILHO, 2003). 



25 

 

1.6.3 – Anticarsia gemmatalis 

 A A. gemmatalis, conhecida com a lagarta-da-soja, é dentre os insetos 

pragas, a principal desfolhadora no Hemisfério Ocidental e no Brasil, ocorre 

principalmente do sul de Goiás até o Rio Grande do Sul (CASTIGLIONI e 

VENDRAMIM, 1996; BOTELHO et al., 1999). Por atacar principalmente a soja 

e dada a sua importância econômica, os problemas ocasionados pelo ataque 

dessa praga são consideráveis e importantes em vista dos prejuízos que causam à 

produção e a qualidade dos grãos ou sementes (MAGRINI et al., 1999). 

 O controle da A. gemmatalis tem sido feito através do uso de grandes 

quantidades de inseticidas e com isso tem se observado danos econômicos e 

também quanto à capacidade de recuperação da planta (MACHADO et al., 

1999).  Diferentes genótipos de soja têm sido desenvolvidos em busca de 

resistência contra a A. gemmatalis. Machado et al., (1999) testaram quatro tipos 

de cultivares já conhecidas, Emgopa 316, FT-Estrela, IAC 100 e IAC 17, e 

verificaram entre os quatros genotipos, a IAC 100 apresentou evidências de 

antibiose, pois essa cultivare aumentou o período larval e diminuiu o peso de 

lagartas e de pupas (MACHADO et al., 1999).  

 Outros meios que tem sido estudado para o controle dessa praga é o uso 

de parasitóides (CAÑETE e FOERSTER, 2003) ou de entomopatógenos 

(SAVIO, 2008; MOSCARDI e SOUZA, 2002). ZACHRISSON e PARRA 

(1998), verficaram que para se obter o controle da A. gemmatalis, o parasitóide 

da espécie Trichogramma minutum Riley, 1879 deveria ser liberdado em 130 
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pontos/ha e com isso o ataque do parasitóide aos ovos da A. gemmatalis atingiria 

um raio de ação de 8 m equivalendo uma área de 77 m2 (ZACHRISSON e  

PARRA, 1998). 

 

1.6.4 - Diatraea saccharalis 

 A Diatraea saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Crambidae), conhecida como 

broca da cana-de-açúcar, é uma das mais importantes pragas da cana-de-açúcar 

no Brasil, e está amplamente distribuída em todas as regiões canavieiras do país 

(DINARDO-MIRANDA et al., 2011). 

 A D. saccharalis ocorre durante todo o desenvolvimento da cultura, 

entretanto, sua incidência é menor quando a planta é jovem e não possui 

entrenós formados (SANDOVAL e SENÔ, 2010). O ciclo completo do inseto 

varia de 53 a 60 dias, dependendo das condições climáticas e eles podem ter ao 

longo do ano de 4 a 5 gerações (NAKANO et al., 2002). 

 Os prejuízos decorrentes do ataque são a perda de peso devido ao mau 

desenvolvimento das plantas atacadas, secamento dos ponteiros, enraizamento 

aéreo, brotação lateral, morte de algumas plantas atacadas, quebra do colmo na 

região da galeria e redução da quantidade de caldo. Além desses, o principal 

prejuízo é causado pela ação de agentes patológicos, como o Fusarium 

moniliforme e Colletotrichum falcatum, que penetram pelo orifício ou são 

arrastados juntamente com a lagartinha, ocasionando, respectivamente, a 
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podridão-de-fusarium e a podridão-vermelha, responsáveis pela inversão e perda 

de sacaroseno colmo (SANDOVAL e SENÔ, 2010) 

 Atualmente, a principal tentativa de se controlar a D. saccharalis é uso do 

controle biológico, que tem por intuito manter as espécies de pragas em níveis 

aceitáveis através da introdução de um predador natural, parasitóide ou 

microrganismo que lhe cause doença ou morte (SANDOVAL e SENÔ, 2010). 

Entretanto, tendo em vista ser a cana-de-açúcar (principal cultura atacada pela 

D. saccharalis) uma cultura de ciclo longo, permitindo o desenvolvimento de 

várias gerações de D. saccharalis considera-se necessária a realização de 

liberações sucessivas, por períodos variáveis (BOTELHO et al., 1995), pois o 

ciclo completo do inseto varia de 50 a 63 dias, dependendo das condições 

climáticas (MENDONÇA, 1996) e com isso, muitas vezes o controle não é 

alcançado. 
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2 - OBJETIVO GERAL 

  

 O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um biopesticida a 

base de Azadirachta indica para uso na agricultura orgânica, com teores 

constantes e reprodutíveis do composto ativo azadiractina, através do uso de 

técnicas de preparação de nano e micropartículas biopoliméricas de ligninas 

derivadas do bagaço de cana-de-açúcar. 

  

2.1 - Objetivos específicos 

a. Desenvolver protocolos de extração de ligninas do bagaço de cana-de-

açúcar; 

b. Promover a hidrólise química das ligninas reduzindo o tamanho das 

cadeias biopoliméricas; 

c. Caracterizar as ligninas extraídas e modificadas; 

d. Preparar micropartículas em pó por Spray-Dryer, carregado com 

extratos de nim, usando suspensões coloidais de nano/micro capsuladas ou 

apenas formuladas; 

e. Caracterizar as propriedades físico-químicas e morfológicas das nano 

e/ou micropartículas nos sistemas coloidais de liberação controlada; 

f. Desenvolver e validar técnicas analíticas de controle de qualidade do 

nim através do uso da CLAE-UV e CLAE-EM/EM; 

g. Avaliar a cinética de liberação da azadiractina; 
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h. Investigar o rendimento do processo de formulação em escala de 

bancada; 

i. Estudar a estabilidade térmica e fotoquímica dos produtos de nim 

formulados em suspensões coloidais ou em pós; 

j. Estudar a eficiência inseticida dos produtos nano/microencapsulados em 

pó sobre as pragas agrícolas lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda), 

brasileirinha (Diabrotica speciosa), lagarta da cana-de-açúcar (Diatraea 

saccharalis) e lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

3 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

  

 Os equipamentos, reagentes e procedimentos adotados para a execução do 

trabalho estão relacionados a seguir: 

 

3.1 - Equipamentos 

1. Autoclave vertical, Prismatec, modelo CS;  

2. Chapa de aquecimento com sistema de agitação magnética da Marconi, 

modelo MA 471; 

3. Reatores com tampa de rosca de aço 304 inoxidável, volume de 195cm3 

(5,0×4,0×15,5cm), contendo anel de vedação de politetrafluoroetileno (PTFE); 

4. Agitador de tubos do tipo vortex da Phoenix AP56; 

5. Balanças analítica, semi-analítica e térmica, Bel Engineering;  

6. Ducha de água quente, Lorenzetti, modelo 3T; 

7. Purificador de água por osmose reversa, modelo PRO 4000, Kemflo; 

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

9. Estufa de ar circulante, Tecnal, modelo TE 394/3; 

10. Moinho IKAA11 basic; 

11. Ultra-turrax IKA, T10 basic; 

12. Moinho multi-uso TE 631/2 Tecnal; 

13. Centrífuga Eppendorf, modelo 5810;  

14. Mini Spray Dryer, Büchi Labortechnik AG, B-290; 
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15. Cromatógrafo à líquido Agilent Technologies série 1200 modulado com um 

degaseificador G1322A, bomba quaternária G1311A, auto-injetor ALS 

G1329A, forno da coluna G1316A e detector UV-Vis G1314B; 

16. Espectrofotômetro Bomem MB-102 Fourier Transform Infrared; 

17. Ressonância magnética nuclear, Brüker DRX 400MHz (9,4 T) usando TMS 

como padrão interno; 

18. Ionização e dessorção a laser assistida por matriz, MALDI-TOF MS Brüker 

Autoflex Speed, equipado com Laser Smartbeam, Nd:YAG modified; 

19. Termobalança Shimadzu TGA-50; 

20. Câmara de envelhecimento acelerado com quatro Actinica Philips - 450mm, 

15W (380-280nm); 

21. Microscópio eletrônico de varredura marca Philips XL-30 FEG; 

22. Estufa de fotoperíodo, Eletrolab, modelo 122FC. 

 

3.2–Materiais utilizados 

 Os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram acetonitrila, 

metanol, dimetilfóxido (DMSO) e acetona todo grau HPLC, da marca J.T. 

Baker; hexano e etanol grau P.A. Água destilada e deionizada em sistema de 

purificação Milli-Q. Peróxido de hidrogênio 30%, DMSO-d6 (Cambridge 

Isotope Laboratories, Inc); 

- Ácido clorídrico (HCl), hidróxido de sódio (NaOH), hidróxido de anômio 

(NH4OH), piridina e anidrido acético; 
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- Padrão de azadiractina fornecido pelo Grupo de Produtos Naturais do 

Departamento de Química da UFSCar; 

- Monoleato de polioxietilenosorbitano (Tween®80); 

- Etilenodiaminotetraacetato de cálcio e dissódico (EDTA); 

- Tinogard TL®, Styleze® e silicone; 

- Seringa descartável; 

- Filtro com membrana de PVDF com 0,22µm e 0,15mm de diâmetro; 

- Cartuchos de SPE, marca Chromabond®, empacotados com 10mg de sílica 

derivatizada com grupos cianopropil. 

 

3.3 - Extração das ligninas 

 Para a extração das ligninas foram utilizadas amostras de bagaço de cana-

de-açúcar (Saccharum officinarum), provenientes de coleta no município de 

Catanduva-SP. O bagaço de cana-de-açúcar foi coletado na forma moída. 

Posteriormente, o mesmo foi seco em estufa a 40°C por 4 dias e armazenado em 

recipiente plástico, para manter o teor de umidade constante e evitar a ação de 

fungos. Na sequência o bagaço foi submetido a dois processos distintos de 

extração, o primeiro por polpação pelo processo formacell (BENAR et al., 1996) 

e o segundo, polpação pelo processo alcalino (MAZIERO et al., 2012).  
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3.3.1 - Teor de umidade 

 O teor de umidade do bagaço de cana-de-açúcar foi determinado em 

balança térmica (Bel Engineering) a partir de 1,0 g de material. O material é 

inserido em um suporte de alumínio que recebe calor proveniente da irradiação 

do forno de aquecimento. A massa final representa a perda de umidade presente 

no material analisado. 

  

3.3.2 - Polpação pelo Processo Formacell 

 O bagaço da cana-de-açúcar (10,0 g) sofreu polpação em autoclave. O 

processo de polpação foi realizado com algumas adaptações de BENAR et al.  

(1996). O procedimento se baseia na mistura de ácido acético/ácido 

fórmico/água 75:10:15 (m/m/m) com relação solvente/bagaço 7:1 (m/m), com o 

período de cozimento em autoclave (Prismatec, modelo CS) de 2 h a 120 ± 2°C. 

Após um período de cozimento, a polpa foi removida da autoclave, filtrada em 

funil de Buchner com uma fina tela de náilon (100,0 µm) e lavada 

exaustivamente com ácido acético 85% (m/v) a 75 ± 5°C, até que o licor de 

lavagem não mais apresentasse coloração escura. Em seguida, a polpa foi lavada 

exaustivamente com água a 80°C, filtrada em funil de Buchner, seca sob vácuo e 

armazenada.  

 O licor em ácido acético foi concentrado em evaporador rotativo (Buchi, 

R-215) a 40 ± 2°C sob pressão reduzida, até que cerca de 90% do solvente fosse 

evaporado. O licor concentrado foi então gotejado em água a 80°C (quantidade 

https://www.google.com.br/search?hl=pt-PT&tbo=d&biw=1366&bih=643&spell=1&q=Bel+Engineering&sa=X&ei=jD--UPyxM8_miwKJ-4CoBg&ved=0CCsQvwUoAA
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correspondente a aproximadamente 20 vezes o volume do licor) sob agitação, 

para precipitação da lignina e dissolução de polioses residuais. 

 A lignina precipitada foi filtrada em papel de filtro, sob vácuo e lavada 

exaustivamente com água a 60 °C, até que o pH da água de lavagem se tornasse 

neutro. Finalmente, a lignina foi seca em estufa a 60 ± 2°C, por 3 dias e 

denominada Lig 1. 

 

3.3.3 - Polpação alcalina 

 Para o processo de polpação alcalina, foram utilizados 20,0 g de bagaço 

de cana-de-açúcar. Preparou-se uma solução de 200,0 mL de água com 2,0 g de 

NaOH (0,25 mol.L-1). A solução foi inserida ao bagaço e submetida à extração 

em autoclave por 1 h à temperatura de 120°C. Após este período, a polpa foi 

removida da autoclave e filtrada em funil de Buchner com uma fina tela de 

náilon (100,0 µm). O pH do licor preto foi determinado através de um pHmetro 

(Metrohm, modelo 827) utilizando um eletrodo (Unitrode Pt1000). Em seguida 

o pH foi reduzido para um valor de 5,5, através da adição de HCl concentrado 

(3,0 mL) e o licor foi concentrado em evaporador rotativo para um volume final 

de 60,0 mL. Depois, foi adicionado 3 vezes o volume (3 × 60,0 mL) de etanol 

95%, permanecendo em repouso por 12 h para a precipitação da hemicelulose. O 

precipitado obtido foi filtrado a vácuo em papel de filtro e lavado com etanol 

70% (v/v) até a coloração se tornar um bege claro. O volume da solução 

resultante foi reduzido para a eliminação total do etanol e posteriormente o pH 
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foi ajustado para 1,5 para a precipitação da lignina. A lignina foi separada por 

filtração a vácuo. O sólido lavado com uma solução aquosa de HCl (0,01 mol.L-

1) e seca em estufa à 60 ± 2 °C por 4 dias, denominada Lig 2.  

 Em um procedimento posterior, utilizou-se uma percentagem maior de 

NaOH, visando a comparação de rendimento de extração da lignina. A solução 

alcalina utilizada para o processo de polpação foi preparada com 200,0 mL de 

água e 4,0 g de NaOH (0,5 mol.L-1) para extração de 20,0 g de bagaço. Todos os 

demais procedimentos até chegar à lignina seca foram às mesmas citadas acima. 

A lignina obtida foi denominada Lig 3. 

 Em um terceiro procedimento por polpação alcalina, foi utilizada a 

concentração de 0,5 mol.L-1 da solução alcalina para extrair 20,0 g de bagaço. 

Nesse procedimento, a hemicelulose não foi precipitada e após o bagaço sofrer a 

polpação na autoclave, a mesma foi filtrada em funil de Buchner com uma fina 

tela de náilon (100,0 µm). O licor preto foi acidificado com HCl concentrado 

(7,0 mL) até pH 1,5, precipitando a lignina. A lignina foi separada por 

centrifugação à 9000 rpm por 10 min e o sólido foi lavado com uma solução 

aquosa de HCl (0,01 mol.L-1), seca em estufa a 60 ± 2°C por 4 dias e 

denominada Lig 4. 
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3.3.3.1 - Polpação alcalina do bagaço em reator com banho de 

glicerina 

 A extração utilizando reatores com tampa de rosca de aço 304 inoxidável 

e volume de 195 cm3 foi realizada no departamento de Físico Química da 

Universidade de São Paulos – USP/São Carlos, sob a supervisão do professor 

Dr. Antônio Aprigio da Silva Curvelo. Nesse processo de extração, o bagaço da 

cana-de-açúcar foi submetido a diferentes temperaturas utilizando uma solução 

de NaOH 0,5 mol.L-1. Foram utilizados 10,0 g de bagaço e submetidas à 

extração em reator com banho de glicerina. O reator foi mantido em banho sob 

temperatura controlada de 120, 140 e 160°C. Cada experimento foi realizado 

durante um período de 1 h. Após este período, a polpa foi removida do reator, 

filtrada em funil de Buchner com uma fina tela de náilon (100,0 µm) e 

determinado o pH do licor preto para a temperatura de 120, 140 e 160°C. Os 

licores pretos de cada temperatura foram acidificados com HCl concentrado 

(6,0, 7,0, e 9,0 mL, respectivamente) até pH 1,5, precipitando a lignina. A 

lignina foi separada por centrifugação a 9000 rpm por 10 min. O sólido foi 

separado do sobrenadante, lavado com uma solução de HCl 0,01 mol.L-1 e seca 

em estufa a 60 ± 2°C por 4 dias e denominada Lig 5, Lig 6 e Lig 7, para a 

temperatura de 120, 140 e 160°C, respectivamente.  
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3.3.4 - Oxidação das ligninas 

 Ligninas extraídas pelo processo de polpação formacell e alcalino foram 

submetidas ao processo de oxidação utilizando a metodologia de oxidação 

descrita por Maziero e colaboradores (2012).  Os licores pretos (200,0 mL) 

obtidos pelos processos de polpação formacell e alcalino foram transferidos para 

balões de vidro de fundo redondo (1,0 L), os quais se adicionou 9% (v/v) de 

H2O2 e colocou-se em refluxo por 2 h a 98°C em banho de glicerina. 

 Após este período, o líquido de uma coloração marrom claro foi 

submetido ao processo de precipitação da hemicelulose e posteriormente a 

obtenção da lignina seguindo o mesmo procedimento de obtenção pelo processo 

alcalino (citado no item 3.3.3).  

 Para o processo de oxidação, foi necessário elevar o pH do licor preto 

obtido do processo formacell, pois o mesmo encontrava-se em meio ácido e o 

procedimento de oxidação requeria um pH básico. O pH foi elevado com 

solução concentrada de NaOH 4,0 mol.L-1 para se igualar ao pH do licor preto 

do processo alcalino (pH 12,6). Foi testada a oxidação da lignina com diferentes 

volumes de oxidante, sendo 12, 14, 16 e 18% (v/v) de H2O2 os volumes 

escolhidos.  

 

3.3.5 - Acetilação das ligninas 

 Para a reação de acetilação as ligninas (1,0 g) foram dissolvidas em 10,0 

mL de piridina anidra (Sigma-Aldrich) e 20,0 mL de anidrido acético anidro 
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(Merck), permanecendo sob agitação magnética a 28°C e meio reacional inerte. 

Após 48 h, o balão foi transferido para um banho de gelo e adicionou-se 20,0 

mL de metanol/diclorometano 1:1 (v/v) refrigerado a 0°C. A solução foi 

transferida para um funil de separação e lavada com HCl 2,0 mol.L-1 até 

eliminação total da piridina. Posteriormente, a solução foi lavada com 10,0 mL 

de água e seco em estufa a 60°C por 4 dias. 

 

3.4 - Caracterização estrutural da lignina 

Diversos métodos espectroscópicos, espectrométricos e gravimétricos 

foram empregados com o propósito de caracterizar as ligninas extraídas do 

bagaço da cana-de-açúcar. Os métodos utilizados estão apresentados a seguir. 

 

3.4.1. Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) 

 As ligninas extraídas, oxidadas e acetiladas foram analisadas utilizando 

um espectrofotômetro Bomem MB-102-Fourier Transform Infrared. As 

amostras foram preparadas misturando em um almofariz 10,0 mg de cada 

amostra a 100,0 mg do suporte KBr. Os espectros foram registrados da região 

entre 400 e 4000 cm-1.  

 

3.4.2. Análise por microscopia eletrônica por varredura (MEV) 

 As análises por MEV das ligninas foram realizadas no Laboratório de 

Caracterização Estrutural Dema/UFSCar, utilizando-se um microscópio 
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eletrônico de varredura Philips XL-30 FEG. As amostras foram previamente 

secas sobre suportes metálicos de alumínio e posteriormente, recobertas com 

uma fina camada de ouro. Sua morfologia foi examinada a 5 kV com ampliações 

entre 500 e 50.000 vezes. 

 

3.4.3 – Espectrometria de massas por MALDI-TOF 

 As amostras de ligninas foram analisadas pela técnica de espectromeria de 

massas com ionização por dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) 

em um equipamento da Brüker Autoflex Speed, equipado com Laser Smartbeam, 

Nd:YAG modified, ionização em modo negativo, varredura de 200 scan, 

freqüência de 500 Hz e análise no modo linear. As matrizes utilizadas foram o 

DHB (ácido 2,5-diidroxibenzóico) e o ácido sinapínico, dissolvidos em 

acetonitrila: água ultrapura (Milli-Q, 0,1 % THF) 1:1 (v/v) na concentração de 

20,0 mg.mL-1. As amostras foram solubilizadas em uma solução de 5 % de 

DMSO com a concentração de 0,3 % (m/v) e misturadas na razão 1:1 com as 

respectivas matrizes.  

 

3.4.4 - Ressonância magnética nuclear (RMN) 

 Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) 

foram adquiridos num equipamento Bruker Avance III Ultrashield Plus 

operando a 600 MHz. As amostras foram preparadas dissolvendo 10,0 mg de 
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ligninas em DMSO-d6 (Cambridge Isotope Laboratories) sendo condicionadas 

numa sonda de quartzo, temperatura de 30°C e pulsos de 8,52 usec. 

 

3.4.5 - Análise termogravimétrica (TGA)  

 As análises de TGA foram realizadas utilizando um analisador 

termogravimétrico (TGA) Q50, da TA Instruments. As varreduras de 

temperatura foram realizadas entre 25 e 800°C a uma taxa de aquecimento de 

20°C.min-1. Foi utilizado fluxo de N2 para purga da amostra e para a proteção 

(fluxo que passa pela balança) de 90,0 e 10,0 mL.min-1, respectivamente. Foram 

utilizadas 10,0 mg de cada amostra, as quais foram preparadas em um suporte de 

platina (diâmetro 6,0 × 2,5 mm) e analisadas em atmosfera dinâmica de 

nitrogênio com uma vazão de 50,0 mL.min-1.  

 Através do uso dessa técnica, foi investigando o mecanismo fundamental 

de degradação térmica das ligninas obtidas por diferentes processos químicos. 

(WEI et al., 2009) 

 

3.5 - Preparo e análise de extratos de Azadirachta indica 

 O extrato bruto de nim e suas frações resultantes da partição líquido-

líquido foram submetidos ao processo de limpeza de amostra para posterior 

analise por CLAE. 
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3.5.1 - Preparo do extrato das sementes de Azadiracta indica (nim) 

  O extrato vegetal de nim foi obtido macerando 800,0 g de sementes em 

solvente orgânico. As sementes foram fornecidas pela empresa Baraúna Com. 

Ind. Ltda. Inicialmente, as sementes foram secas em estufa de ar circulante a 

40°C (Tecnal, TE 394/3) por um período de 96 h e moídas um moinho Tecnal 

TE 631/2. A maceração foi realizada primeiramente com n-hexano por 4 

semanas, sendo filtrado o solvente da semente moída de 3 em 3 dias. 

Posteriormente, a maceração foi promovida com etanol P.A. O n-hexano foi 

empregado para a remoção do óleo vegetal e outros componentes apolares. 

Posteriormente, o etanol foi empregado para extração dos principais limonóides 

da espécie vegetal como, por exemplo, a azadiractina. Após filtração, o solvente 

foi evaporado sob pressão reduzida, obtendo-se 88,0 g de extrato bruto 

alcoólico.  

 Com o propósito de se obter um extrato com maiores teores de 

azadiractina, o extrato alcoólico (76,0 g), foi submetido a processos de extração 

líquido-líquido, sendo o extrato solubilizado em 400,0 mL de água: metanol 

(3:1), submetidos à extração com n-hexano (6 × 200,0 mL) e acetato de etila (6 

× 200,0 mL). Sendo obtidas as frações n-hexano (46,4 g), acetato de etila (6,2 g) 

e aquosa (23,3 g). 
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3.5.2 - Preparo de amostras para análise quantitativa por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

 As frações obtidas foram submetidas à SPE para a eliminação das 

impurezas. Um cartucho Chromabond® Cyano de 100,0 mg e leito de 1,0 mL foi 

condicionado em 5,0 mL de n-hexano sem deixá-lo secar. Dissolveu-se 25,0 mg 

de cada amostra em 500,0 µL de n-hexano, aplicando-o ao cartucho. O tubo que 

continha a amostra, foi lavada com mais 500,0 µL de n-hexano, o qual também 

foi aplicado ao cartucho. Após aplicar a amostra no cartucho, elui-se o cartucho 

completamente retirando os interferentes mais apolares (lavagem). Após a 

lavagem do cartucho com n-hexano, lavou-se o tubo da amostra com outros 

500,0 µL de MeOH o qual foi transferido para o cartucho. Elui-se o cartucho 

com o MeOH sendo, em seguida, novamente eluído com mais 500,0 µL de 

MeOH. O MeOH foi usado para a remoção dos analitos de interesse do 

cartucho. Foi usada a câmara a vácuo (Manifold-Varian) acoplada a uma bomba 

de vácuo, trabalhando a uma pressão próxima a 70 mmHg onde os cartuchos 

eram embutidos e o fluxo de lavagem e eluição mantidos constantes. As frações 

metanólicas foram secas em Speed Vac Labconco (Bomba de vácuo, Centrífuga, 

e “Cold Trap”) a 48ºC durante 60 min sendo, então, reconstituídas em 1,0 mL de 

MeOH. 

 Estando as amostras prontas, foram analisadas por cromatografia líquida 

de alta eficiência (CLAE) utilizando um cromatógrafo Agilent 1200 Series 

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) configurado com degaseificador 
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G1322A, bomba quaternária G1311A, autoinjetor G1329A, forno de coluna 

G1316A e detector de ultravioleta G1314B. Foi utilizada uma coluna de fase 

reversa Rexchrom ODS (100,0 × 4,6 mm, 3,0 µm) Regis Technologies, 

acoplada a uma coluna de segurança C18 (Phemonemex® 4,0 × 3,0 mm).  

 As análises cromatográficas foram realizadas no modo isocrático.  A fase 

móvel consistiu de uma mistura de água: acetonitrila (35:65, v/v) com uma 

vazão de 0,5 mL.min-1 e tempo de eluição de 12 min. A temperatura da coluna 

mantida em 30 °C e o volume de injeção de 10,0 µL e comprimento de onda de 

detecção fixo de 217 nm (máx absorção). O controle do equipamento CLAE, 

aquisição e processamento dos dados foram realizados pelo software Agilent 

Technologies EZCrom SI (G6702AA, s.n.08021502300). 

 

3.5.3 - Quantificação da azadiractina presente nas frações por 

CLAE-UV 

 Para a quantificação da azadiractina foi preparado uma solução estoque, 

onde 10,0 mg do padrão de azadiractina foi precisamente pesada e transferida 

para um balão volumétrico de 10,0 mL. O padrão foi solubilizado em MeOH 

(J.T. Baker, grau CLAE) e armazenado a -5°C. A solução estoque preparada 

apresentou concentração nominal de 1 mg.mL-1. 

 A partir da solução padrão foram preparadas soluções para a construção 

da curva de calibração externa. As soluções padrão de calibração foram 
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preparadas nas seguintes concentrações: 2,0, 5,0, 10,0, 20,0, 40,0, 60,0, 80,0 e 

100,0 µg.mL-1. 

 A curva de calibração foi obtida através da regressão linear, considerando 

a área das bandas cromatográficas relativas à concentração dos analitos. A 

linearidade foi obtida através do valor do coeficiente de correlação. 

 As soluções padrão de calibração foram preparadas em triplicata e 

analisadas seguindo as mesmas condições cromatográficas citadas no item 3.5.2.  

 

3.6 - Preparo das micropartículas carregadas com extratos de nim 

Extratos de nim foram submetidos a processos de formulação utilizando 

0,3 g das frações acetato de etila obtidas pelo fracionamento do extrato bruto 

etanólico do nim, 0,67 g de Tween® 80, 3,5 g de óleo de nim comercial, 

fornecido pela Baraúna Com. Ind. Ltda., 2,0 g de aerosil e 70,0 mL de água. A 

dispersão foi homogeneizada por Ultra-Turrax® (IKA T10) até formação de uma 

emulsão. Posteriormente, foram adicionados 1,5 g da lignina micronizada e 

novamente homogeneizado (FIGURA 3.1). 

Micropartículas 

em pó

 

FIGURA 3.1 – Esquema desenvolvido para a preparação das micropartículas em 

pó de nim. 
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As suspensões coloidais de micropartículas foram secas em um Spray-

Dryer (Büchi B-290, Büchi Labortechnik AG, Postfach, Switzerland).  O Spray-

Dryer foi operado no modo contra-corrente equipado com duas agulhas de 

fluídos. Uma agulha atomizadora com orifício de 0,7 mm foi utilizada 

juntamente com ar comprimido como gás atomizador. Os parâmetros 

operacionais aplicados encontram-se descritos na TABELA 3.1. O volume da 

suspensão coloidal permite determinar a quantidade de massa dos materiais da 

formulação presente.  

 

TABELA 3.1 - Parâmetros de operação do Spray-Dryer. 

Parâmetros Nível 

Taxa de alimentação 0,75 mL.min-1 

Vazão do ar atomizador 530 L.h-1 

Capacidade do aspirador 90% ( 38 m3.h-1) 

Temperatura de entrada 120ºC ± 4ºC 

Temperatura de saída * 75 ± 5ºC 
* Temperatura de saída medida entre a câmara de secagem e o ciclone de coleta da amostra. 

 

3.6.1 - Preparo das micropartículas carregadas com extratos de 

nim e aditivos 

Com o propósito de se obter formulações resistentes a processos de 

degradação fotoquímica, em algumas formulações foram adicionados aditivos 

para melhorar a estabilidade térmica e fotoquímica. Assim, foi avaliado o uso de 

alguns aditivos como, por exemplo, sequestrante de íons, térmico e/ou 
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ultravioleta, juntamente com as ligninas. O biopolímero lignina denominada 

como Lig 3 foi selecionado para a adição de protetores térmicos (Silicone e 

Styleze®), estabilizador de radiação UVA/UVB (Tinogard TL®) e um 

sequestrante de íons (EDTA), no intuito de verificar maior proteção da 

azadiractina dentro das formulações. Foi adicionada a massa de 0,08 g (1% - 

m/m) de cada protetor testado. O procedimento de preparo das micropartículas 

foi executado como descrito no item anterior 3.6. Os protetores foram 

adicionados juntamente com o óleo de nim, extrato vegetal e tensoativo Tween® 

e posterior dispersão por homogeneização por Ultra-Turrax®. As denominações 

das formulações podem ser visualizadas na TABELA 3.2.  

 

TABELA 3.2- Denominações das formulações utilizando a Lig 3 e os aditivos 

de proteção para a preparação de formulações em pó da fração acetato de etila 

de nim. 

Aditivos Denominação da formulação 

Lig 3 - Silicone 

Lig 3 - Styleze 

Lig 3 - Tinogard 

Lig 3 – Tinogard+Styleze 

Lig 3 – EDTA 

Lig 3Si 

Lig 3S 

Lig 3T 

Lig 3TS 

Lig 3E 

 

3.6.2 - Degradação fotoquímica assistida das formulações e do 

extrato bruto etanólico de nim 

Os estudos de degradação fotoquímica da azadiractina quando exposta a 

radiações ultravioletas foi realizado numa câmara construída com conjunto de 
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lâmpadas especiais que simulam a radiação no espectro do UV-A e UV-B com 

comprimentos de onda entre 380-320 e 320-280 nm, respectivamente. A câmara 

foi toda revestida com espelhos para maior aproveitamento da radiação. Os 

espelhos apresentam uma superfície altamente refletora com perdas mínimas de 

luminosidade. O sistema foi mantido com temperatura controlada a 30  2ºC por 

um sistema de circulação de ar termostatizado. 

 A câmara de degradação fotoquímica (FIGURA 3.2) foi construída em 

uma caixa em fórmica, sendo que na parte superior abriga uma luminária para 

quatro lâmpadas fluorescentes Philips- 450 mm, 15 W (380-280 nm) cada. A 

luminária também era revestida por um material espelhado que não absorve 

radiação. Cada lâmpada possui um reator bi-volt e sistema de acionamento 

individual com chave liga/desliga. A parte inferior da parte interna na caixa 

possui uma área de 250 mm de altura para condicionamento das amostras. Na 

lateral direita possui uma grade perfurada de 300 × 150 mm e na lateral esquerda 

dois mini-ventiladores “coolers” que quando acionados permite a passagem de 

ar pelo sistema possibilitando sua refrigeração (FIGURA 3.2). 

 Um termostato monitorou a temperatura interna controlando o 

acionamento automático dos mini-ventiladores. A parte frontal possui uma porta 

para movimentação das amostras, o termostato e os botões de acionamento das 

lâmpadas. 
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FIGURA 3.2 - Câmara de envelhecimento acelerado por luz ultravioleta. 

 

Todas as formulações e o extrato bruto etanólico de nim foram submetidas 

à degradação acelerada. As formulações e o extrato bruto etanólico de nim 

foram dispostos em placas de Petri. Dois controles foram empregados nestes 

experimentos sendo: (1) controle negativo, uma placa contendo o extrato 

etanólico de nim protegida com papel alumínio, submetendo o extrato as 

mesmas condições térmicas, porém, protegido da radiação UV e, outro (2) 

contendo apenas o extrato não formulado (controle positivo). Cada experimento 

foi realizado com 3 replicatas. 

As formulações contendo os aditivos de proteção foram submetidas à 

degradação acelerada. As formulações contendo 1% (m/m) dos protetores 

térmicos, o protetor UVA/UVB e o EDTA (TABELA 3.3) foram dispostos em 

placas de Petri. 
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TABELA 3.3 - Denominação dos extratos brutos utilizado como controle 

negativo. 

Extrato bruto Denominação 

Exposto à radiação 

Protegido da radiação 

Exposto à radiação - Silicone 

Exposto à radiação - Styleze 

Exposto à radiação - Tinogard 

Exposto à radiação – Tinogard+Styleze 

ExB 

ExB cont 

ExSi 

ExS 

ExT 

ExTS 

 

Os experimentos foram conduzidos expondo as amostras (250,0 mg) à 

radiação fotodinâmica durante 6 dias. Alíquotas de 25,0 mg foram 

periodicamente retiradas nos tempos pré-definidos de 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 

120 h para controle da degradação.  

As amostras das formulações após a exposição à degradação foram 

tratadas para a recuperação da azadiractina e posterior análise cromatográfica 

por CLAE-UV. As formulações foram tratadas e analisadas seguindo os 

seguintes procedimentos: 25,0 mg da amostra foi extraída com 0,5 mL de 

MeOH em vortax por 1 min, mantido em repouso por 60 min, em seguida, 

centrifugado à 10.000 rpm por 10 min e o sobrenadante recuperado. Esse 

procedimento foi executado novamente com MeOH e posteriormente 2 vezes 

com ACN. O sobrenadante foi seco e ressuspendido em 1,0 mL de MeOH, 

depois a solução resultante foi filtrado e analisada por cromatografia líquida de 

alta eficiência do produto oriundo da extração dos compostos presentes nas 
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formulações, principalmente a azadiractina, foram executados conforme descrito 

na seção 3.5.2. 

 As amostras do extrato bruto etanólico foram submetidas à extração por 

SPE conforme descrito na seção 3.5.2 e posteriormente ressuspendidas em 1,0 

mL de MeOH e analisadas por CLAE seguindo a metodologia descrita na seção 

3.5.2. O padrão de referência para o acompanhamento da degradação foi o 

composto azadiractina presente nas amostras. 

 

3.6.3 - Degradação assistida por temperatura das formulações e 

da fração acetato de etila de nim 

 Todas as formulações e a fração acetato de etila de nim foram submetidas 

à degradação acelerada por temperatura em estufa de secagem (Gehaka, 

G4023D) e as amostras foram dispostas em placas de Preti.  Como controle 

positivo, uma placa contendo o extrato etanólico de nim foi protegida com papel 

alumínio e mantida à temperatura de -5°C.  As amostras foram expostas a 

temperatura de 60 °C durante 24 h. Alíquotas de 25,0 mg de cada amostra foram 

retiradas em intervalos de tempos de 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 h para 

controle da degradação.Posteriormente, as amostras submetidas a análises 

quantitativas por CLAE, sendo preparadas e analisadas conforme descrito 

previamente na seção 3.5.2. Novamente, o composto de referência utilizado foi a 

azadiractina. Os ensaios foram realizados em 3 replicatas.  

 



52 

 

3.7 - Ensaios biológicos com insetos pragas 

 Com o propósito de avaliar a eficiência dos extratos e frações de A. indica 

nano e microencapsulado, diversos ensaios biológicos foram realizados. As 

espécies alvo escolhidas foram a Spodoptera frugiperda (Lagarta do cartucho), 

Diabrotica speciosa (Vaquinha), Diatraea saccharalis (Broca da cana-de-

açúcar) e Anticarsia gemmatalis (Lagarta da soja). 

 

3.7.1 - Ensaio com a Spodoptera frugiperda  

Os ensaios biológicos com a S. frugiperda foram desenvolvidos no 

Laboratório de Bioensaios do Departamento de Química da Universidade 

Federal de São Carlos (UFSCar), Campus de São Carlos – SP, à temperatura de 

25  1oC, umidade relativa de 70  5% e fotofase de 12 h, coordenados pela 

Profa. Dra. Andréia Pereira Matos. Para a realização dos ensaios foi utilizada 

uma dieta artificial desenvolvida por KASTEN et al., (1978), sendo preparada 

utilizando água destilada (600,0 mL), ágar (10,3 g), extrato de levedura (25,3 g), 

gérmen de trigo (39,6 g), ácido sórbico (0,8 g), ácido ascórbico (2,6 g), 

formaldeído 40% (6,3 mL) tetraciclina (50,0 mL), nipagin (1,1 g) e feijão 

carioquinha cozido (82,5 g).  

A dieta artificial recebeu os extratos de nim ou os produtos formulados, 

quando esta atingiu uma temperatura de 50oC, sendo devidamente 

homogeneizado (MATOS et al., 2006; MATOS et al., 2009). Em cada 

tratamento, foi incorporado uma quantidade de produto formulado à dieta 
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artificial para S. frugiperda, na proporção de 30,0 mg para cada 300,0 g de dieta 

(100,0 mg.Kg-1), que corresponde à massa de 3,0 µg de azadiractina, substância 

utilizada para monitoramento entre a atividade dos extratos formulados e não 

formulados. O extrato de nim não formulado foi analisado para comparação com 

os extratos formulados com os diferentes tipos de lignina. Além das dietas 

correspondentes a cada formulação, também foi preparado um experimento 

controle, isento de extratos de nim 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 1700C, por 1 h, e em seguida 

tampados com algodão hidrófugo. Após inserir a dieta, os tubos foram mantidos 

em temperatura controlada de 25°C por 24 h, para eliminação do excesso de 

umidade. A seguir, foi feita a inoculação das lagartas recém-eclodidas de S. 

frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo. Foram utilizadas trinta lagartas 

para cada tratamento. Durante o período de análise, os tubos inoculados foram 

mantidos em estufa com fotoperíodo (Eletrolab, 122FC) a 25°C. 

 As pupas obtidas foram pesadas um dia após a pupação, e transferidas 

para copos plásticos de 50,0 mL, onde permaneceram até a emergência dos 

adultos. Os parâmetros avaliados neste experimento foram duração das fases 

larval e pupal, massa das pupas e percentagem de insetos mortos (mortalidade) 

ao final de cada fase. Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA). A comparação entre médias dos tratamentos foi feita através do 

Teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade de erro. 



54 

 

3.7.2 - Ensaios com a Diabrotica speciosa 

 Os ensaios com a D. especiosa foram desenvolvidos no Laboratório de 

Resistência de Plantas a Insetos, localizado no Departamento de Fitossanidade 

da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da Universidade 

Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal - SP, à temperatura de 25 ± 

2°C, umidade relativa de 70 ± 10% e fotofase de 12 h, coordenados pelo 

Professor Dr. Arlindo Leal Boiça Júnior. 

 As formulações foram avaliadas com a finalidade de investigar o efeito do 

extrato de nim formulado com os biopolímeros ligninas e o extrato não 

formulado sobre larvas de D. speciosa. Dois tratamentos controles foram 

realizados com o propósito de comparação com as amostras de extrato de nim 

formulado e não formulado. Os tratamentos controles foram (1) experimento 

isento de adição de quaisquer produtos (testemunha) e (2) fipronil aplicado na 

dosagem comercial de 80 g.ha-1, diluídos em 250,0 L. Para a realização do 

experimento, foram utilizados recipientes plásticos de 100,0 mL no qual foram 

acondicionados 25,0 g de solo, previamente peneirado e esterilizado em estufa a 

110ºC, por 48 h. Em cada recipiente foram adicionados à formulação em pó e, 

posteriormente, transplantados uma muda de milho com 10 cm de altura, 

variedade AL-Piratininga. Em seguida, foram inoculadas cinco larvas de D. 

speciosa com nove dias de idade, sendo estas, também criadas com plantas de 

milho variedade AL-Piratininga. A mortalidade foi analisada em cada 

experimento, após a emergência dos adultos no tratamento testemunha.  
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3.7.3 - Ensaio com a Diatraea saccharalis 

 Os experimentos com D. saccharalis foram conduzidos com insetos 

fornecidos pela Usina Bonfim (Guariba-SP) do grupo Raízen. Os insetos foram 

criados em dieta artificial no laboratório de entomologia da Usina Bonfim e 

fornecidos com aproximadamente 0,5 cm de comprimento e no 2° instar. Com o 

propósito de avaliar a eficiência das formulações com nim, dois diferentes 

experimentos foram realizados com a D. saccharalis. Um experimento foi 

conduzido pela alimentação por dieta artificial e o segundo por alimentação por 

rizomas de cana-de-açúcar. 

 Foi utilizada a dieta artificial desenvolvida por Hensley e Hammond 

(1968), com algumas modificações. A dieta foi preparada misturando-se ácido 

ascórbico (4,0 g), açúcar (270,0 g), complexo vitamínico (2,0 g), 

metilparahidroxibenzoato (16,0 g), gérmen de trigo (80,0 g), cloreto de colina 

(2,0 g), farelo de soja (400,0 g), estreptomicina (6,0 g), solução vitamínica (40,0 

mL), formaldeído 37% (10,0 mL), ágar (70,0 g), ácido acético (50,0 mL), água 

deionizada (4,0 L).  

 Os demais passos realizados após a preparação da dieta equivalem aos 

executados para o ensaio com a S. frugiperda. 

 O segundo experimento (FIGURA 3.3) com lagartas de 2° ínstar foi 

conduzido em potes plásticos de 200,0 mL, utilizando como dieta pedaços de 

cana-de-açúcar (10,0 × 3,0 cm) pulverizados com as formulações em 

investigação ou o extrato bruto de nim. Em cada pote foi utilizado um pedaço de 
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cana-de-açúcar e 5 lagartas de 2° ínstar de D. saccharalis. Cada tratamento foi 

realizado em quintuplicata, totalizando 30 insetos por experimento. Para o 

controle foi disposta a cana-de-açúcar como alimento sem a presença de 

qualquer tipo de produto. Os experimentos foram avaliados diariamente. 

 

 

FIGURA 3.5 - Processo de preparação dos ensaios biológicos com D. 

saccharalis: a) pedaços de cana-de-açúcar com larvas; b) pedaços de cana-de-

açúcar envolvidos com as formulações; c) e d) monitoramento dos tratamentos. 

 

3.7.4 - Ensaio com a Anticarsia gemmatalis 

 Os ensaios foram realizados do Laboratório de Entomologia Agrícola da 

Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade Oeste Paulista – Presidente 

Prudente/SP, à temperatura de 26 ± 1°C, umidade relativa de 60 ± 10% e 

fotofase de 12 h, coordenados pela Profa. Dra Vânia Maria Ramos. As lagartas 

de A. gemmatalis foram criadas no laboratório utilizando-se dieta artificial. A 
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dieta artificial (GREENE et al., 1976) foi preparada utilizando água destilada 

(3,4 L), feijão carioquinha (250,0 g), proteína de soja (100,0 g), levedo de 

cerveja (125,0 g), gérmen de trigo (200,0 g), caseína (75,0 g), complexo 

vitamínico (20,0 g), ácido sórbico (6,0 g), ácido ascórbico (12,0 g), formaldeído 

40% (12,0 mL), nipagin (10,0 mL) e ágar (46,0 mL).  

 As amostras foram inseridas na dieta, quando a mesma alcançou a 

temperatura de 50°C e a dieta foi vertida em placas de gerbox, após esfriar 

completamente, a dieta foi dividida em pedaços de 2,0 × 2,0 cm. A dieta 

pedaços foi utilizada para alimentar as lagartas durante o ensaio. Foram 

utilizados 30 potes de plásticos para cada tratamento, sendo que em cada pote 

foi colocado um pedaço de dieta e uma lagarta. O experimento foi analisado 

diariamente durante 15 dias para o acompanhamento da mortalidade das lagartas 

(FIGURA 3.4). 
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FIGURA 3.4 - Processo de preparação dos ensaios biológicos com A. 

gemmatalis: a) preparação da dieta artificial; b) preparação dos potes com 

pedaços de 2,0 × 2,0 de deita (10,0 g); c) inoculação da larva; d) monitoramento 

dos tratamentos. 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

4.1 – Bagaço de cana-de-açúcar e as ligninas 

 Este trabalho visou promover a deslignificação do bagaço de cana-de-

açúcar e como o próprio nome indica, a deslignificação é o processo que visa à 

remoção da lignina, através da solubilização dos fragmentos produzidos pelo 

rompimento de ligações químicas da protolignina (lignina "in situ"). 

A extração da lignina do bagaço de cana-de-açúcar foi promovida 

utilizando o processo de polpação formacell e alcalino (RUZENE, 2005). Essas 

duas modalidades estão compreendidas dentro de uma tecnologia alternativa de 

deslignificação, o processo organosolv que utiliza solvente orgânico/água como 

agente deslignificante, sob catálise ácida ou básica (SARKANEN, 1990). 

Devido ao alto custo e à poluição ambiental causada pelos processos químicos 

convencionais de polpação como processos kraft e sulfito, o processo 

organosolv de polpação tem sido foco de interesse desde a década de 30 

(SARKANEN, 1990). O processo organosolv possibilita o uso integral dos 

componentes dos materiais lignocelulósicos como insumos químicos e apresenta 

vantagens quanto ao baixo capital de investimento, a possibilidade de instalação 

de plantas para a produção em pequena escala (MCDONOUGH, 1993), 

facilidade para recuperação de polioses e principalmente, as ligninas que se 

apresentam menos degradadas (CURVELO et al., 1994). 
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No processo de polpação formacell, o agente de deslignificação é uma 

mistura de ácidos e água (ácido acético/ácido fórmico/água 75:10:15). Esse 

processo é conhecido por apresentar uma lignina mais pura, pois durante o 

processo de precipitação da lignina, os carboidratos não são precipitados 

(BENAR, 1996) 

Na polpação pelo processo alcalino, o agente de desliginificação é o 

NaOH. Inicialmente, se promove a extração das ligninas em conjunto com a 

hemicelulose. Posteriormente, se utiliza o álcool etílico para promover a 

precipitação da hemicelulose mantendo a lignina em solução. A hemicelulose, 

também chamada de poliose, é composta por diferentes unidades de açúcares 

formando cadeias ramificadas, assim, ela apresenta alta solubilidade em solução 

alcalina e sofre o processo de precipitação em excesso de álcool etílico.  

O desenvolvimento de diferentes métodos de extração e polpação alcalina 

foi realizado com o propósito de avaliar o rendimento de lignina obtido em cada 

processo, o que impacta em custos e, ao mesmo tempo, investiga o tipo de 

lignina extraída. Os diferentes processos podem fornecer, por exemplo, ligninas 

com diferentes tamanhos de cadeia polimérica. Como resultado, diferentes 

ligninas podem impactar na necessidade de desenvolver diferentes formulações 

bem como gerar produtos formulados com diferentes propriedades como, por 

exemplo, eficiência de encapsulamento, estabilidade, cinética de liberação em 

campo e atividade biológica.  
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4.1.1 - Extração das ligninas 

O bagaço de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum), proveniente de 

coleta no município de Catanduva-SP, já moído e seco apresentou teor de 

umidade com valor aceitável (aproximadamente 9%) para evitar a ação de 

microorganismos durante o período de armazenamento (PEREIRA NETO, 

1987).  Assim, o bagaço de cana-de-açúcar foi armazenado em local seco e 

protegido da luz. 

No processo de polpação formacell, o ácido acético e o ácido fórmico 

promovem a hidrólise dos grupos acetilas presentes nas polioses e durante o 

processo de polpação produz a acidez necessária para a deslignificação. No 

entanto, durante esse procedimento foi observado características desfavoráveis 

sendo: a) um forte odor de ácido acético, b) dificuldade de descarte dos resíduos 

e/ou c) grande quantidade de produtos para a neutralização da solução resultante 

da precipitação da lignina. Nesse processo, a extração da lignina apresentou um 

rendimento de 8,0 % (m/m) em relação à massa de bagaço utilizado, mostrando-

se um bom resultado, porém, o procedimento quando comparado com a 

polpação alcalina em relação à quantidade de reagentes utilizados, se mostrou 

inviável. 

Para o processo de polpação alcalina, a concentração do agente de 

deslignificação NaOH aplicado no processo alcalino, foi investigado nas 

concentrações de 0,25 e 0,5 mol.L-1. O melhor resultado de deslignificação foi 

obtido para a concentração de 0,5 mol.L-1 quando comparado com a 
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concentração de 0,25 mol.L-1 na temperatura de 120°C. O rendimento de lignina 

precipitada foi de 7,2% (m/m) para a concentração de 0,5 mol.L-1 e de 4,4% 

(m/m) para a concentração de 0,25 mol.L-1. Devido ao rendimento apresentado, 

a concentração de 0,5 mol.L-1 foi firmado para o desenvolvimento dos demais 

procedimentos. 

O processo de deslignificação foi promovido por autoclave em 

temperatura e pressão fixas 120ºC e 1 atm, respectivamente. Deste modo, a 

segunda variável a ser investigada foi o tempo de polpação.  Os tempos de 

extração investigados foram 1; 1,5 e 2 h e o parâmetro avaliado foi o 

rendimento. Analisando os rendimentos obtidos, observou que a eficiência de 

extração foi constante, independente do tempo. Assim, que o uso de 1 h para a 

polpação do bagaço de cana-de-açúcar foi adotado para todos os experimentos. 

 Diferentes temperaturas foram verificadas para avaliar a capacidade de 

deslignificação do NaOH. Para se alcançar temperaturas acima de 120°C 

(temperatura máxima da autoclave), reatores com tampa de rosca de aço 304 

inoxidável, volume de 195 cm3, contendo anel de vedação de 

politetrafluoroetileno e aquecimento por banho de glicerina foram utilizados, 

sendo possível utilizar a temperatura de 140 e 160°C, e usou-se a temperatura de 

120°C para comparação com o material obtido pela autoclave. 

Os licores pretos obtidos após o processo de polpação alcalina por reator, 

não sofreram o processo de extração da hemicelulose (procedimento descrito no 

item 3.3.3.1). O procedimento onde se precipita a lignina diretamente do licor 
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preto sem a retirada da hemicelulose, se mostrou um procedimento rápido e 

observou-se uma coloração mais escura quando comparado com a lignina que 

sofre a retirada da hemicelulose anteriormente à precipitação da lignina. O 

rendimento do material seco proveniente da precipitação da lignina direta é 

superior, no entanto, possivelmente há a presença de polioses precipitadas 

juntamente com a lignina.  

 O material obtido nas temperaturas superiores a 120°C apresentaram 

rendimento de 16,1 e 17,7% (m/m) para as temperaturas de 140 e 160°C, 

respectivamente. O material obtido no reator a 120°C apresentou um rendimento 

muito próximo ao obtido utilizando a mesma metodologia de polpação em 

autoclave, concluindo assim, que a temperatura aumenta a deslignificação das 

fibras do bagaço de cana-de-açúcar.  

 No entanto, para extrações posteriores, a temperatura de 120°C em 

autoclave foi escolhida devido à facilidade de execução e possibilidade do uso 

de maior quantidade de material extraído por hora, sendo que nos reatores a 

massa de bagaço utilizado para extração foi de 40,0 g.h-1 e na autoclave foi de 

80,0 g.h-1.  

 

4.1.2 - Processo de oxidação das ligninas 

Todas as amostras de ligninas obtidas sofreram o processo de oxidação, 

com o intuito de promover a hidrólise de ligações do tipo éter, como as ligações 

α-O-4 e β-O-4 da macromolécula de lignina (FIGURA 4.1), entre os 
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carboidratos e entre átomos de carbono α das cadeias laterais de lignina, 

diminuindo assim, o tamanho da cadeia polimérica da lignina.  
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FIGURA 4.1 – Estrutura da lignina de abeto (Picea abies) proposta por Adler 

(RUZENE, 2005). 

 

O método de oxidação foi baseado no trabalho publicado por Maziero, et. 

al. (2012) com algumas modificações. Com o propósito de se obter ligninas com 

diferentes graus de oxidação, o que implica em diferentes solubilidades, 

tamanhos de cadeia e, possivelmente, diferentes produtos e resultados 

biológicos, foi avaliada a quantidade do agente oxidante empregado no processo 

e seu impacto sobre as ligninas. Neste trabalho foram aplicadas as quantidades 

de H2O2 equivalentes a 9, 12, 14, 16 e 18% (v/v).  
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 Inicialmente, utilizou-se a Lig 3 (vide seção 3.3.3), obtida através do 

processo alcalino, sendo avaliada para todas as quantidades de H2O2. 

Visualmente foi observado que as ligninas após sofrerem a etapa de oxidação 

em proporções de H2O2 superiores a 14% (v/v), apresentaram mudanças de cor, 

pois sua tonalidade passou de marrom para o bege (FIGURA 4.2). 

 

   

(a) (b) (c) 

FIGURA 4.2 - (a) Lig 3 obtida pelo processo alcalino; (b) lignina resultante da 

oxidação da lig 3 com 9% (v/v) de H2O2; (c) lignina resultante da oxidação com 

14% (v/v) de H2O2. 

 

Mudanças morfológicas foram observadas após o processo de oxidação 

através da técnica de microscopia eletrônica de varredura (MEV) conforme 

ilustrado na FIGURA 4.3. 
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a) 

   

 

 

b) 

   

 

 

c) 

   

 (1) (2) (3) 

FIGURA 4. 3 - Análise de MEV das ligninas: (a) Lig 3 obtida pelo processo 

alcalino; (b) lignina resultante da oxidação da Lig 3 com 9% (v/v) de H2O2; (c) 

lignina resultante da oxidação da Lig 3 com 14% (v/v) de H2O2, nas 

aproximações de 1.000 (1), 5.000 (2) e 10.000 (3) vezes.  

 

Os processos de extração e oxidação das ligninas foram realizados em 

duplicata e as análises por MEV foram executadas para a confirmação de 

repetibilidade do processo.  Na lignina não oxidada (Lig 3) foi observado apenas 

à presença de uma estrutura esponjosa (cavidades). Na lignina oxidada com 9% 
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(v/v) de H2O2 foi possível observar a estrutura esponjosa, contudo, também foi 

possível observar um início na formação de microesferas. Por sua vez, as 

amostras da lignina oxidada com 14% (v/v) de H2O2 não mais apresentou a 

estrutura esponjosa mostrando apenas a presença de microesferas. Devido à 

característica de microesferas da lignina oxidada com 14% (v/v) de H2O2, este 

volume foi o estabelecido para os demais processos de oxidação futuros, pois 

essa morfologia pode apresentar características diferenciadas durante o processo 

de encapsulação do extrato vegetal de nim. 

 

4.1.3 - Processo de acetilação das ligninas 

O processo de acetilação se caracteriza por introduzir um grupo acetil em 

oxigênios das hidroxilas (MORAIS, 1992). A reação de acetilação promove 

maior solubilidade da lignina em solventes orgânicos, permitindo assim, um 

maior número de técnicas de caracterização. A técnica utilizada para confirmar a 

acetilação da lignina é a verificação do desaparecimento da banda 

correspondente ao estiramento de ligações O-H (região de 3200 cm-1) do 

espectro na região do infravermelho (BENAR, 1996). As ligninas não oxidadas, 

oxidadas e acetiladas foram analisadas por IV, RMN e MALDI-TOF.   

 

4.2 – Caracterização das ligninas  

Todas as amostras de ligninas foram analisadas por IV-TF para a 

caracterização das diferenças estruturais após sofrerem o processo de oxidação e 
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acetilação. As bandas observadas por IV-TF são características de ligninas 

(Hoareau et al., 2004), como observadas abaixo no espectro da Lig 3 (FIGURA 

4.4). A TABELA 4.1 apresenta os valores das bandas mais importantes para a 

caracterização da lignina em geral. 
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FIGURA 4.4 - Espectro de IV-TF da Lig 3. 

 

TABELA 4.1 – Bandas de absorção na região do infravermelho típicos de 

ligninas. 

Bandas (cm-1) Atribuição 

3450 – 3400 

3050 – 2840 

1675 – 1660 

1605 – 1600 

1515 – 1505 

1330 - 1325  

1230 – 1220 

O-H estiramento 

C-H estiramento (alifáticos e aromáticos) 

C=O estiramento da carbonila 

Vibrações nos anéis aromáticos 

Vibrações nos anéis aromáticos 

Respiração do anel siringil  

C-C, C-O estirado 
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As bandas espectrais observadas nas ligninas extraídas e nas ligninas que 

sofreram oxidação se diferenciaram apenas na intensidade de algumas bandas. 

Por IV-TF não foram observados mudanças significativas que pudesse constatar 

a hidrólise de ligações do tipo éter nas ligninas oxidadas. Entretanto, nos 

espectros das ligninas acetiladas, foi possível observar uma diminuição da banda 

referente ao estiramento O-H (3450-3400 cm-1) e surgimento de uma banda 

intensa em 1744 cm-1 referente à absorção de grupos C=O de ésteres (1750 – 

1740 cm-1). A técnica de IV-TF forneceu a confirmação que ocorreu a acetilação 

nas ligninas (valores em negrito) (BENAR, 1996).  

Os dados obtidos por IV para as outras ligninas obtidas estão apresentados 

na TABELA 4.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

TABELA 4.2 – Bandas na região do IV das amostras de ligninas. 

Demoninação das 

Ligninas Bandas (cm-1) 

Lig 1 3431 (F); 2922; 1709 (F);1604; 1323; 1235 

Lig 2 3417 (F); 2933; 1699; 1597; 1324; 1222 

Lig 2 oxi 3417 (F); 2933; 1699; 1605 (F); 1331; 1226;  

Lig 2 oxi_Ac 3431 (f); 2931; 1744 (F); 1586 (m); 1323 (f); 1226 (F) 

Lig 2_Ac 3440 (f); 2931; 1735 (F); 1595; 1331 (f); 1226 (F) 

Lig 3 3404 (F); 2913; 1692; 1595; 1340; 1226; 

Lig 3 oxi 3404 (m); 2922; 1700 (f); 1595; 1595; 1226 

Lig 3_Ac 3141 (f); 2939; 1735 (F); 1604; 1323; 1235 (F) 

Lig 4 3404 (m); 2913; 1700 (f); 1613; 1323; 1226 

Lig 4_Ac 3413 (f); 2922; 1744 (F); 1604; 1331; 1226 (F) 

Lig 5 3413 (F); 2913; 1692 (f), 1700 (f ); 1217 (m); 1120 

Lig 5 oxi 3396 (m); 2922; 1700 (f ); 1638; 1235 (F), 1129 

Lig 5_Ac 3413 (m); 2931; 1744 (F ); 1630 (f); 1331; 1226 (m) 

Lig 6 3396 (F); 2922; 1700 (f ); 1630 (f); 1226 (F); 1120 

Lig 6 oxi 3388 (f); 2913; 1700 (m ); 1700 (F ); 1226 (F); 1129 

Lig 6_Ac 3413 (f); 2913; 1744 (F); 1630 (f); 1331 (f); 1226 (F) 

Lig 7 3379 (F); 2922; 1700 (m ); 1604; 1331 (f); 1226 (m) 

Lig 7 oxi 3379 (f); 2913; 1709; 1638; 1235 (F), 1120 

Lig 7_Ac 3413 (f); 2913; 1744 (F); 1630 (f); ); 1331 (f); 1226 (F) 

Referente à intensidade de absorção: F=forte; m=médio; f=fraco 

 

 As amostras de ligninas foram analisadas por RMN de 1H observando-se 

os sinais presentes na região de aromáticos, grupos metoxílicos, alifáticos e 

acetil característicos de ligninas (TEJADO et al., 2007). As ligninas possuem 

alto peso molecular e assim como os polímeros apresentam dificuldades na 

análise de RMN, pois em soluções, suas moléculas possuem pouca mobilidade, 

não permitindo a obtenção de sinais bem resolvidos. Os espectros das ligninas 

apresentam bandas bastante largas e de difícil identificação (SALIBA et al., 
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2001). A FIGURA 4.5 ilustra como exemplo, um espectro de RMN de 1H obtido 

para a amostra de Lig 3.  
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FIGURA 4.5 - Espectro de RMN de 1H da Lig 3. Solubilizada em DMSO-d6, 

temperatura de 30 °C e operando a 400 MHz. 

  

 Foi observado deslocamentos químicos na região 7,5 a 6,0 ppm referentes 

aos hidrogênios aromáticos dos três monômeros precursores da lignina, o álcool 

coniferil, o álcool sinapil e o álcool p-coumaril que são chamados, 

respectivamente, guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxipenil propano (p-H). Os 

sinais observados na região de 4,0 a 3,4 ppm corresponde aos hidrogênios 

metoxílicos e de hidrogênios ligados à carbonos carbonílicos presente na 

molécula, os observados entre 2,2 a 1,9 ppm e 1,6 a 1,4 ppm refere-se aos 

hidrogênios α dos grupos acetis ligados aos anéis aromáticos e aos alifáticos, 

respectivamente. Os sinais na região 1,3 a 0,8 ppm são atribuídos aos 
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hidrogênios alifáticos saturados. O sinal observado em 2,5 ppm refere-se ao 

DMSO-d6, solvente utilizado para a solubilização da lignina. Estes mesmos 

sinais de lignina foram observados e descritos por Tejado et al. (2007) e 

auxiliaram com a identificação das ligninas. A Tabela 4.3 resume as atribuições 

dos sinais de RMN 1H da Lig 3.  

 

TABELA 4.3 - Atribuição dos sinais de RMN 1H da Lig 3.  

Sinal (ppm) Atribuição 

8,0 – 6,0 

4,0 – 3,4 

2,2 – 1,9 

1,6 – 1,4 

1,3 – 0,8 

H aromáticos de unidades S, G e p-H 

H metoxílicos e ligados à carbono carbonílico 

H acetil ligados à aromáticos  

H acetil ligados à alifáticos  

H alifáticos saturados 

 

Devido à complexidade dos espectros de RMN de 1H das amostras de 

ligninas, a inspeção visual pode revelar pouca informação. Por isso, métodos 

estatísticos computadorizados, chamados de análises quimiométricas pode ser 

um grande aliado na obtenção de informações mais relevantes. Assim, todas as 

amostras foram analisadas em quintuplicata, nesse processo foi otimizado os 

parâmetros de temperatura e pulsos, em busca de sinais com maior resolução. Os 

dados obtidos foram analisados quimiometricamente, mostrando a correlação 

entre as amostras (FIGURA 4.6).  
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FIGURA 4.6 - Análise quimiométrica RMN de 1H das amostras de ligninas 

extraídas, oxidadas e acetiladas. Solvente DMSO-d6, temperatura de 30°C e 

operando a 400 MHz. 

  

Analisando os espectros das ligninas não oxidadas, oxidada e acetilada, as 

informações não foram suficientes para identificar a mudança sofrida em cada 

processo, isso ocorreu principalmente devido ao alargamento dos sinais obtidos. 

A análise quimiométrica auxiliou na visualização das diferenças em cada 

lignina. Através da análise das componentes principais dos espectros de RMN 

de 1H, foi possível observar que as ligninas não apresentaram diferenças 

significativas entre si, independente da temperatura (120, 140 ou 160 °C) 

utilizada no processo de extração por autoclave ou reator. Na FIGURA 4.6 se 
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pode observar o agrupamento das ligninas obtidas pelo processo formacell e 

alcalino que não sofreram nenhum processo químico sobressalente numa mesma 

região (círculo de coloração preto). A região do espectro que os diferencia dos 

demais grupos é a região dos hidrogênios metoxílicos. Possivelmente essa 

região sofreu modificações relevantes nas ligninas que sofreram reações 

químicas (oxidação e acetilação). 

 Nas ligninas oxidadas (círculo de coloração azul) observou-se o 

agrupamento entre si independente da temperatura de extração. Com isso, é 

possível afirmar que o processo de oxidação promove características iguais a 

todas as formas de obtenção, como por exemplo, as ligninas obtidas por 

deslignificação em temperatura de 120 ou 160°C. Esta técnica foi importante 

para fortalecer a existência de diferenças na estrutura da lignina oxidada quanto 

comparada com a lignina sem oxidação, pois os dados de IV não contribuíram 

para observar essa diferença.  

 Os deslocamentos químicos das ligninas acetiladas observados após a 

análise quimiométrica (círculo de coloração verde, FIGURA 4.6) corroborou 

com os dados obtidos pelo IV (FIGURA 4.7), demonstrando a formação dos 

grupos acetilados que substituiu os grupos hidroxilas, como pode ser visto na 

região de campo baixo de 2,2 a 1,4 ppm.  No espectro de IV é possível observar 

o surgimento da banda na região de 1740 cm-1 e a diminuição da banda na região 

de 3000 a 3500 cm-1, referentes aos grupos hidroxilas. 
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FIGURA 4.7 – Espectros de IV das ligninas: A) Lig 3_Ac B) Lig 3. 

 

4.2.1- Caracterização das ligninas por espectrometria de massas 

 Com o propósito de definir o tamanho da cadeia polimérica e a massa 

molecular dos polímeros de lignina, foi utilizada a técnica de espectrometria de 

massas do tipo MALDI-TOF. O MALDI-TOF é uma técnica que tem como 

principais características a alta sensibilidade, capacidade de análises de 

macromoléculas e compostos não-voláteis, onde a ionização ocorre com o 

analito adsorvido em uma substância (matriz) por um feixe de laser 

(BAYERBACH et al., 2006). 

Várias faixas de massas foram analisadas em busca de informações. Na 

faixa de massa de m/z 1.000 a 3.000 Da observou-se um pico em m/z 1896.992. 

Esse perfil foi obtido no modo negativo de ionização e utilizando a amostra e a 

matriz misturadas antes da aplicação na placa de MALDI. Os demais modos de 

aplicação foram necessários para verificar se ocorreria alguma alteração nos 

sinais obtidos. 
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A matriz utilizada foi o DHB (ácido 2,5-diidroxibenzóico), pois este 

auxiliou melhor na visualização dos sinais do que a matriz do ácido sinapínico. 

O DHB é conhecido por ser uma boa matriz para promover a ionização de 

moléculas com alto peso molecular, como por exemplo, proteínas, carboidratos, 

oligossacarídeos e glicopeptídeos (ZENOBI et al., 1998; HARVEY, 2006). 

Ao analisar o espectro pode-se observar sinais referentes à perda de 

massas de m/z 208 à 212 Da. Os monômeros fenilpropanóides presentes na 

estrutura possuem massas de m/z 210, 180 e 150 Da, referentes às unidades do 

álcool sinapil, álcool coniferil e álcool p-coumaril, respectivamente (FIGURA 

4.8). Possivelmente, as perdas de massa observados no espectro de MALDI-

TOF sejam fragmentos que tem as unidades fenilpropanóides como precursores. 

 

HO

OH

OO

Álcool sinapil

Fórmula Química: C11H14O4

Massa exata: 210.09

HO

OH

O

HO

OH

Álcool coniferil

Fórmula Química: C10H12O3

Massa exata: 180.08

Álcool p-coumaril
Fórmula Química: C9H10O2

Massa exata: 150.07  

FIGURA 4.8 – Estruturas das unidades fenilpropanóides precursores da 

molécula de lignina. 

 

 Ghaffar e Fan, 2013 descrevem que o biopolímero de lignina extraído do 

bagaço de cana-de-açúcar pode variar em tamanho, podendo chegar a massas 

moleculares ao redor de m/z 2.160 Da. Na análise realizada, se observou íons 
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moleculares na faixa de m/z 1.896 Da. Este resultado pode ser resultado de dois 

processos. Primeiro, possivelmente, a percentagem de NaOH utilizada para a 

extração da lignina tenha gerado moléculas de menor massa molecular quando 

comparado com extrações mais severas, como por exemplo, uso de maior 

percentagem de NaOH e maior temperatura, ou os parâmetros de operação 

aplicados no MALDI somente foram capazes de ionizar os oligômeros de menor 

massa molecular (FIGURA 4.9). 

 

 

FIGURA 4.9 - Espectro de MALDI-TOF da Lig 3 obtida pelo processo alcalino. 

Os parâmetros de análise foram descritos no tópico 3.4.3.  

 

Vastas faixas de massas foram analisadas para se assegurar que não 

haveria nenhuma massa superior ao observado. Com o propósito de avaliar 

possíveis modificações estruturais entre as ligninas obtidas entre todos os 
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métodos de extração, oxidação e acetilação, todas as amostras de ligninas foram 

submetidas à análise por MALDI-TOF MS e posteriormente analisadas por 

quimiometria. Assim, os dados foram processados e ilustrados através da análise 

dos componentes principais (FIGURA 4.10). A análise das componentes 

principais é diferenciada conforme o perfil de massas que cada amostra 

apresenta, ou seja, as amostras de ligninas foram agrupadas devido à presença 

ou ausência de sinais ou mesmo a intensidade dos mesmos. Não houve um 

grupamento referente ao tipo de tratamento que sofreram, tampouco com o 

modo de extração que foram obtidos. 

 

 

FIGURA 4.10 - Análise quimiométria dos espectros de MALDI-TOF das 

amostras de ligninas. Os parâmetros de análise foram descritos no tópico 3.4.3.  
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 Diversos trabalhos vêm sendo desenvolvidos com o propósito de finalizar 

a determinação estrutural das ligninas (PILÓ-VELOSO et al., 1993; PASQUALI 

e HERRERA, 1997; SALIBA et al.; 2001; FUKUSHIMA e HATFRELD, 2003; 

CAPANEMA et al., 2004; DAVIN e LEWIS, 2005; SILVEIRA e MILAGRES, 

2009). Estes trabalhos, em sua grande maioria utilizam métodos químicos, 

cromatográficos e espectroscópicos como, por exemplo, infravermelho (IV) e 

ressonância magnética nuclear (RMN de 1H e 13C). Também há o estudo através 

de reações de degradação e oxidação com permanganato de potássio e 

nitrobenzeno, assim como de degradação por pirólise. Esses produtos a partir da 

degradação e oxidação são, então, analisados por cromatografia gasosa acoplada 

à espectrometria de massa. Outra técnica é a cromatografia de permeação em 

gel, para determinar a distribuição dos pesos moleculares de fragmentos que 

compõem a lignina (SALIBA et al., 2001). 

 O primeiro relato do uso da espectrometia do tipo MALDI-TOF para a 

determinação estrutural das ligninas foi no inicio dos anos 90 (METZGER et al., 

1992).  

 

4.2.3 - Análise conjunta dos dados de caracterização 

 Diferentes processos foram desenvolvidos para a obtenção da lignina. 

Dois processos foram executados, a polpação alcalina e a formacell, além do 

teste na alteração da temperatura e concentração do reagente extrator, o NaOH. 

Reações químicas foram feitas em busca de mudanças extruturais nas ligninas 
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obtidas, os processos foram de oxidação e acetilação. Os diferentes tipos de 

ligninas, reações sofridas e seus rendimentos estão resumidos na tabela abaixo 

(TABELA 4.4).  

 As ligninas extraídas pelo reator apresentam rendimento superior quando 

comparado com a extração em autoclave. O aumento está relacionado às 

temperaturas maiores alcançadas pelo reator. O método de extração por reator 

foi executado no intuito de verificar se ocorreriam diferenças na estrutura das 

ligninas com o aumento da temperatura. Pela técnica de análise quimiométrica 

de RMN (vide página 73) se observou que tanto a lignina obtida por autoclave 

quanto por reator apresentam as mesmas características estruturais, pois as 

mesmas apresentaram sinais no espectro de RMN referentes aos hidrogênios 

metoxílicos e aos ligados ao carbono carbonílico, também dos hidrogênios 

ligados aos grupos aromáticos e alifáticos, além dos hidrogênios alifáticos 

saturados e dos hidrogênios aromáticos das unidades siringil, guaiacil e 4-

hidroxifenil (Tejado et al., 2007).  
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TABELA 4.4 - Apresentação dos procedimentos de obtenção das amostras de ligninas. 

Denominação Polpação Temperatura 

(°C) 
Deslignificação Reação 

adicional 

Concentração 

de NaOH 
Precipitação Rendimento 

(%) 

Lig 1 Formacell 120 Auto-clave - 1% 2 etapas 8,02 

Lig 2 Alcalina 120 Auto-clave - 1% 2 etapas 4,36 

Lig 2 oxi Alcalina 120 Auto-clave Oxidação 1% 2 etapas 2,30 

Lig 2 oxi_Ac Alcalina 120 Auto-clave Acetilação 1% 2 etapas 2,29 

Lig 2_Ac Alcalina 120 Auto-clave Acetilação 1% 2 etapas 2,30 

Lig 3 Alcalina 120 Auto-clave - 2% 2 etapas 7,20 

Lig 3 oxi Alcalina 120 Auto-clave Oxidação 2% 2 etapas 5,45 

Lig 3_Ac Alcalina 120 Auto-clave Acetilação 2% 2 etapas 6,18 

Lig 4 Alcalina 120 Auto-clave - 2% 1 etapa 8,02 

Lig 4_Ac Alcalina 120 Auto-clave Acetilação 2% 1 etapa 9,62 

Lig 5 Alcalina 120 Reator - 2% 1 etapa 13,81 

Lig 5 oxi Alcalina 120 Reator Oxidação 2% 1 etapa 7,62 

Lig 5_Ac Alcalina 120 Reator Acetilação 2% 1 etapa 7,14 

Lig 6 Alcalina 140 Reator - 2% 1 etapa 16,04 

Lig 6 oxi  Alcalina 140 Reator Oxidação 2% 1 etapa 10,23 

Lig 6_Ac Alcalina 140 Reator Acetilação 2% 1 etapa 7,09 

Lig 7 Alcalina 160 Reator - 2% 1 etapa 17,67 

Lig 7 oxi  Alcalina 160 Reator Oxidação 2% 1 etapa 8,43 

Lig 7_Ac Alcalina 160 Reator Acetilação 2% 1 etapa 5,72 
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4.3 - Preparo de microcápsulas bioinseticidas carregadas com 

extrato de Azadirachta indica 

 Os produtos agroquímicos são convencionalmente aplicados em campo 

por pulverização sendo a água utilizada como veículo. Todavia, apenas uma 

pequena parte dos produtos agroquímicos, realmente atinge o alvo esperado. 

Não raramente, isso ocorre numa concentração menor que a concentração 

mínima efetiva requerida devido a problemas como lixiviação, fotodegradação, 

hidrólises e degradação microbiana (NAIR et al., 2010). Consequentemente, 

repetidas aplicações se tornam necessárias causando impactos ambientais 

diretos ao solo e à água.  

 As microcápsulas para uso agrícola devem ser projetadas de modo que 

satisfaçam propriedades físicas e químicas que tenham como resultado uma 

melhora no controle de pragas agrícolas e redução de riscos ambientais. 

 Entre os benefícios se podem destacar o ajuste na capacidade de dispersão 

em meio aquoso de compostos orgânicos com redução do uso de surfactantes, 

aumento na estabilidade contra degradações provocadas por fotólise, termólise 

ou hidrólise e controle na liberação de compostos ativos melhorando a atividade 

biológica desejada. Consequentemente, com o ganho de estabilidade e ajuste da 

atividade biológica, há uma redução nas dosagens e na necessidade de 

reaplicações havendo um impacto direto positivo sobre o meio ambiente 

(BOEHM et al., 2003; TSUJI, 2001) 
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 Assim, para o preparo de microcápsulas bioinseticidas carregadas com 

extrato de Azadirachta indica foram escolhidas quatro formas de ligninas 

diferentes, sendo a Lig 3, Lig 3 oxi, Lig 3_Ac e a Lig 4. A Lig 3 foi escolhida 

por apresentar um processo rápido, fácil e por não conter a presença da 

hemicelulose, pois a mesma é precipitada em fase anterior à precipitação da 

lignina. A Lig 4 foi selecionada para representar as ligninas que foram 

precipitadas sem a retirada a hemicelulose anteriormente (FIGURA 4.11). 

  

a) b) c) d)
 

FIGURA 4.11 - (a) Lig 3; (b) Lig 3_Ac; (c) Lig 3 oxi; e (d) Lig 4. 

 

O método desenvolvido para o preparo de microcápsulas do extrato de 

nim enriquecido de azadiractina através de um processo de partição líquido-

líquido consiste do preparo de três diferentes fases: a) emulsão em fase aquosa 

do extrato vegetal, b) adição do polímero e c) secagem por Spray-Drying.  

Inicialmente, o extrato de nim etanólico foi particionado (vide seção 

3.5.1) através da separação líquido-líquido, obtendo a fração acetato de etila 

enriquecida de azadiractina. A quantidade de material vegetal necessária para o 

preparo das microcápsulas foi determinada após análises cromatográficas do 
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teor de azadiractina. Na sequência, a fração acetato de etila de nim é dispersa 

juntamente com o óleo de nim comercial sob vigorosa agitação em fase aquosa. 

Este sistema possibilita a formação de micelas com o óleo do nim criando uma 

emulsão. Em função da diferença de solubilidade entre a fase aquosa e as 

micelas, os constituintes do extrato de nim permanecem na fase micelar não 

sendo disperso para a fase aquosa. O uso do tensoativo Tween®80 foi necessário 

para auxiliar na dispersão do extrato vegetal e o óleo comercial de nim, pois ele 

se adsorve sobre as microcápsulas atuando como dispersante, melhorando o 

processo de formulação.  

Em uma segunda fase, a lignina é inserida à emulsão aquosa agitada 

vigorosamente com o Ultra-Turrax IKA (T10 basic) e a adição do aerosil 

(SiO2), utilizado como suporte secante foi necessário para auxiliar na secagem 

do material, pois a temperatura de secagem da solução contendo a formulação 

do extrato vegetal foi estudada com cuidado para evitar a degradação dos 

produtos naturais presentes.   

O teor de azadiractina foi acompanhado antes e depois do processo de 

encapsulação do extrato vegetal e a quantidade utilizada da fração acetato de 

etila foi adicionada visando uma concentração final de azadiractina de 5000 

ppm. Essa concentração foi determinada para posteriormente ser necessário o 

uso de pouco material em pó para os testes químicos e biológicos, sendo que o 

teor de azadiractina ficaria dentro dos parâmetros determinados na curva de 

calibração (seção 3.5.3).  
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O processo escolhido de preparação e secagem, o Spray-Drying, teve seus 

parâmetros de operação otimizados (taxa de alimentação, vazão, aspiração e 

temperaturas), visando à secagem total e menor perda do material em pó. O 

parâmetro temperatura é muito importante, pois este parâmetro dita se o 

material será totalmente seco, no entanto, por se tratar de um produto natural, a 

temperatura não pode ser elevada, pois poderia degradar os princípios ativos 

presente no extrato, como por exemplo, a azadiractina. Assim, a temperatura de 

120 °C foi determinada, pois o processo de secagem foi rápido e nessa 

temperatura não se observou a degradação do nosso padrão de comparação, a 

azadiractina, além de fornecer um produto com estabilidade. 

O processo de formulação utilizando as 4 diferentes ligninas - Lig 3, Lig 

3 oxi, Lig 3_Ac e Lig 4 - foram feito com o mesmo procedimento e nenhum 

parâmetro necessitou de alteração na preparação individual de cada.  

 

4.3.1 - Caracterização das ligninas selecionadas para o processo 

de microencapsulamento 

 Avaliar as diferentes formas de ligninas foi importante para conhecer a 

estabilidade de cada uma após o processo de encapsulamento e sua eficiência 

nos ensaios biológicos e testes químicos. As técnicas de MEV e TGA foram 

usadas para complementar o conhecimento das características de cada lignina e 

auxiliar no desenvolvimento dos experimentos posteriores.  
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 As amostras de ligninas quando analisadas morfologicamente através da 

técnica de microscopia eletrônica de varredura (MEV), apresentaram diferenças 

em sua morfologia como pode ser visto nas imagens abaixo, proporcionando 

possivelmente, características distintas no processo de liberação do extrato bruto 

de nim formulado com as mesmas (FIGURA 4.12). 

 

Denominação das 

ligninas 
Imagens 

 

 

Lig 3 

 

 

 

 

Lig 3 oxi 

 

 

 

 

 

Lig 3_Ac 

 

 

 

 

Lig 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 4.12 - Imagens de MEV das ligninas nas aproximações de 20,0 a 2,0 

µm. 
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 As imagens obtidas por MEV mostraram em sua grande maioria um perfil 

reprodutível, sendo que as ligninas extraídas sem sofrer modificações, 

apresentam o perfil morfológico de um material compacto de estrutura 

esponjosa (cavidades), já as ligninas que sofreram o processo de oxidação, 

apresentam um perfil de formação de microesferas uniforme em todo o material 

e as ligninas que foram acetiladas, apresentaram morfologia muito parecida com 

a lignina sem sofrer nenhum processo de modificação. Essas diferenças na 

morfologia são atribuídas ao alinhamento das partículas (polímeros), pois esta é 

afetada pelo tipo de processamento (PAUL e ROBESON, 2008), ou nesse caso, 

a reação sofrida durante o processo.  

 Outra técnica utilizada para observar as diferenças entre as ligninas foi a 

análise termogravimétrica (TGA) que é uma técnica na qual se pode 

acompanhar as mudanças na massa de uma amostra durante um período de 

tempo, enquanto varia sua temperatura. Durante o processo, a temperatura é 

aumentada, mas a taxa de aquecimento da amostra permanece constante. Na 

prática, alguns eventos como a evaporação, a sublimação, a decomposição, a 

oxidação, a redução podem ser medidos (FIGURA 4.13) 
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FIGURA 4.13 - Análise de TGA das ligninas. 

A lignina é considerada um componente termicamente estável, sua 

decomposição ocorre entre 200-550 º C, ou mesmo em temperaturas superiores 

(SHEN et al., 2013). Na primeira fase as principais perdas são de 166-274 º C e 

estas perdas são atribuídas aos grupos de CO2, H2O, CO, formaldeído, álcoois e 

fenóis (LIU et al., 2008). No segundo estágio ocorre uma liberação intensa que 

pode variar de 351-481 °C que é atribuído a perda de CH4. As amostras de 
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ligninas apresentaram suas principais perdas em temperaturas distintas entre si. 

A Lig 3 oxi foi a amostra que necessitou de maior energia para alcançar o pico 

de liberação mais intensa, essa temperatura foi de 403,2°C. Para as Lig 3, Lig 

3_Ac e Lig 4 as temperaturas foram de 398,2°C, 400,5°C e 399,4°C, 

respectivamente. O perfil de degradação de cada amostra está ligado ao seu tipo 

de estrutura e ligações presente na estrutura, demonstrando assim, que cada 

lignina apresenta diferenças estruturais entre si.  

 

4.4 - Controle de qualidade de produtos naturais 

 Com o propósito de garantir a segurança e a eficácia dos produtos 

naturais utilizados durante os experimentos, a técnica cromatográfica é uma 

ferramenta essencial.  O emprego de técnicas cromatográficas e analíticas que 

permitam a separação e o isolamento de substâncias de um extrato vegetal 

mostra-se necessário tanto para o conhecimento da composição química e/ou do 

princípio ativo do composto, como também para a análise de uma substância, ou 

grupo de substâncias, que sirva como marcadora daquela espécie, propiciando a 

padronização qualitativa e quantitativa do material vegetal e produtos 

relacionados 

 Alguns desafios para o desenvolvimento de um método analítico a ser 

utilizado no estudo de materiais vegetais são: 1) extração dos constituintes, 

principalmente compostos ativos, a partir de uma matriz complexa; 2) 
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estabilidade térmica e sob luz; 3) falta de substâncias de referência; 4) variação 

da composição química entre lote coletado, localidade e época do ano (SOUZA-

MOREIRA et al., 2010). 

 Os desafios encontrados para o desenvolvimento de um método analítico 

e posterior controle de qualidade tornaram-se outro fator limitante ao 

desenvolvimento e uso confiável dos produtos naturais (ISMAN, 1997). A 

ausência de protocolos de produção e métodos de controle de qualidade torna se 

impossível garantir a reprodutibilidade da ação esperada para um determinado 

produto.  

 

4.4.1 - Quantificação da azadiractina presente nas frações obtidas 

do extrato vegetal de nim 

O extrato vegetal bruto do nim sofreu partição líquido-líquido no intuito 

de concentrar compostos bioativos, como, por exemplo, a azadiractina, 

enriquecendo uma fração de trabalho com o principal princípio ativo. Para a 

quantificação da azadiractina, o método utilizado foi o desenvolvido por 

FORIM et al., 2010a).  

Nos cromatogramas obtidos por CLAE-UV (FIGURA 4.14) da fração 

acetato de etila obtida após a extração líquido-líquido do extrato bruto etanólico 

de nim, apresentou uma alta concentração de 54,8 g.kg-1 de azadiractina. A 

fração aquosa apresentou a concentração de 1,84 g.kg-1, sendo esta muito 
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inferior quando comparada à fração acetato de etila e a fração n-hexano não 

apresentou o princípio ativo. A partição líquido-líquido do extrato etanólico se 

mostrou eficiente, principalmente quando se compara a concentração da 

azadiractina no extrato bruto etanólico e a posterior concentração na fração 

acetato de etila. O uso do solvente n-hexano auxiliou na retirada de óleos e 

graxos residuais, promovendo uma fração acetato de etila mais rica em 

princípios ativos. 

Azadiractina

Azadiractina

A

B

C

 

FIGURA 4.14 - Cromatogramas das frações de nim obtidas pelo fracionamento 

do extrato etanólico: A) fração acetato de etila; B) fração aquosa e; C) fração 

hexano obtidos por CLAE-UV. As condições operacionais de análise foram: 

coluna de fase reversa Rexchrom ODS (100 × 4,6 mm, 3 µm) Regis 

Technologies acoplada a uma coluna de segurança C18 (Phemonemex® 4 × 3 
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mm) aclimatada em forno a 30 °C, eluição isocrática de fase móvel binária de 

acetonitrila/água (35:65), vazão de 0,5 mL.min-1 e volume de injeção de 10,0 

µL. Todos os experimentos foram realizados operando o detector em 217 nm. 

Uma fração com elevados teores de um princípio ativo possibilita o uso 

de uma menor quantidade de material vegetal para o processo de nano e micro 

encapsulamento. O uso de menor quantidade de material vegetal diminui o 

custo de produção, facilita a formulação, reduz os riscos de incompatibilidade 

do material vegetal com os demais produtos, como por exemplo, o polímero e 

favorece na reprodutibilidade da ação biológica. Deste modo, a fração acetato 

de etila foi escolhida para o processo de formulação e de micro encapsulamento 

usando a lignina como polímero. 

As concentrações de azadiractina foram determinadas dentro das frações 

a partir da curva de calibração do padrão de azadiractina (vide seção 3.5.3). As 

curvas de calibração apresentaram linearidade em toda extensão investigada de 

1,2 a 98,9 µg.mL-1 mostrando serem diretamente proporcionais à concentração. 

A linearidade foi determinada em triplicata pela avaliação visual da curva de 

calibração externa (FIGURA 4.15) e pelos cálculos da equação de regressão (y 

= ax  b) e do coeficiente de correlação (r2) pelo método dos mínimos múltiplos 

quadrados. O valor do coeficiente de correlação (r2) observado foi de 0,999, 

indicando uma boa linearidade para a faixa de trabalho proposta. 
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FIGURA 4.15 – Curva de área versus concentração de azadiractina por CLAE-

UV. Curva de calibração construída com as soluções padrões de azadiractina (n 

= 9). 

 

4.5 - Análise de degradação das formulações 

 As formulações foram expostas à duas formas de degradação, a 

fotoquímica e a térmica, visando obter a resposta quanto à proteção fornecida ao 

extrato de nim mediante a microencapsulação do mesmo. 

 

4.5.1 – Degradação fotoquímica 

 O processo de microencapsulamento visa diminuir a degradação sofrida 

pela azadiractina e os demais componentes do extrato vegetal de nim. Nos 

últimos anos, tentativas para se alcançar essa estabilidade e diminuição da 

degradação do extrato de nim tem sido descritos. Damarla et al. (2002) 
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desenvolveram pellets de sacarídeos impregnados com extratos de nim livre de 

solventes orgânicos e completamente solúvel em água, conferindo estabilidade e 

controle sobre a cinética de liberação. Murali (2001) descreveu o preparo de 

microemulsões utilizando surfactantes não-iônicos para o preparo da emulsão 

contendo também ácido p-aminobenzóico com protetor solar. Como resultado 

foi obtido uma composição aquosa estável onde dependendo da quantidade de 

óleo de nim e diluições, pode haver diferentes teores de azadiractina (MURALI, 

2001). 

 Todavia, nenhuma técnica, processo ou componentes de formulação 

descritos na literatura foram similares aos propostos neste trabalho. Assim, as 

formulações foram expostas a luz ultravioleta por 6 dias, utilizando como 

controle a partição acetato de etila utilizada para o microencapsulamento e o 

mesmo protegido da luz. 

 Aliquotas foram retiradas em duplicatas nos tempos de 0, 6, 12, 24, 48, 

72, 96 e 120 h e armazenadas. Em seguida, as amostras foram analisadas por 

CLAE e quantificadas pela curva de calibração (vide seção 3.5.3 e 6.1). Como 

controle negativo, utilizou-se o extrato bruto exposto à radiação UV e para 

efeito de comparação, inseriu-se individualmente no extrato bruto os protetores 

utilizados nas formulações (Stylize®, Tinogard®, EDTA e silicone). O intuito foi 

verificar se os protetores promoviam proteção adicional ao extrato bruto e a 

função das ligninas entre veículo e protetor. Primeiramente foram testados 
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extratos de nim na presença dos aditivos. A FIGURA 4.16 ilustra a curva de 

recuperação de azadiractina em função do tempo entre extratos e aditivos. 
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FIGURA 4.16 - Curvas de recuperação de azadiractina presente no extrato bruto 

de nim. Legenda: EXB = extrato bruto; EXB cont = extrato bruto protegido da 

luz; ExT = extrato bruto com Tinogard®; ExS = extrato bruto com Styleze®; 

ExST = extrato bruto com Tinogard®e Styleze®; ExSi = extrato bruto com 

silicone. 

 

Como apresentado na FIGURA 1.6 (seção 1.7), a curva de degradação da 

azadiractina decai em todos os extratos que foram expostos à radiação UV 

exceto o controle ExB (protegido da luz).  Tanto o aditivo contra a radiação UV 

quanto os demais aditivos não tiveram efeito quando inserido no extrato bruto 

em relação ao controle (escuro). O extrato bruto na presença do protetor térmico 

Styleze® e o protetor UV Tinogard® juntos e apenas com a presença do Styleze® 
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(ExST e ExS) apresentou uma degradação inferior as demais amostras. Em 

dados relativos comparados ao extrato bruto não protegido, estes protetores 

apresentaram uma proteção 49 e 18%, respectivamente (FIGURA 4.16). 

Por outro lado, pode ser observado na FIGURA 4.17 que nas amostras 

contendo os protetores térmicos, silicone e Tinogard® (ExSi e ExT), os mesmos 

prejudicaram a estabilidade da azadiractina. O uso destes aditivos possibilitou 

apenas uma recuperação de azadiractina de 64 e 67 %, respectivamente, em 

relação ao extrato bruto não protegido. 
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FIGURA 4.17 - Valores normalizados de degradação sob o t1/2 das amostras dos 

extratos de nim com os aditivos. 

 

 A recuperação da degradação da azadiractina presente nas formulações 

utilizando as diferentes ligninas como envoltório foi comparado com a 

degradação do extrato bruto de nim. Observamos um ganho de estabilidade da 
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azadiractina formulada utilizando as ligninas. Este ganho de estabilidade foi 

independente do tipo de lignina utilizada. Neste caso, as Lig 3, Lig 3 oxi, Lig 

3_Ac e a Lig 4 se mostraram eficientes, tanto para estabilizar a azadiractina 

quanto como suporte de aplicação (FIGURA 4.18). Neste experimento não 

houve diferença significativa entre as formulações. No entanto, foi possível 

observar grande diferença na recuperação da azadiractina quando comparado 

com o extrato bruto de nim não protegido da luz (ExB), sendo superior à 43 % 

(na média) após 120 h (FIGURA 4.19). As formulações comprovam a eficiência 

de proteção contra a degradação da azadiractina molécula que é extremamente 

sensível à presença de radiação solar.  
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FIGURA 4.18 - Curvas de degradação de azadiractina presentes nas 

formulações da partição acetato de etila do nim utilizando diferentes ligninas.  
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FIGURA 4.19 - Valores normalizados de degradação da azadiractina sob o t1/2 

das formulações utilizando as diferentes ligninas como envoltório.  

 

A Lig 3 foi escolhida para a verificação dos efeitos dos aditivos quando 

formulados juntamente com a partição acetato de etila de nim. É possível 

observar na FIGURA 4.20 que os aditivos não promoveram nenhuma proteção 

extra ao marcador azadiractina quando comparados com a formulação de 

lignina sem aditivos. Neste experimento, ficou evidente que a lignina é o 

principal aditivo para proteger a azadiractina. 
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FIGURA 4.20 - Comparação da formulação utilizando a Lig 3 com as 

formulações com aditivos. Legenda: Lig 3 = lignina extraída pelo processo 

alcalino; Lig 3E = lignina com EDTA; Lig 3S = lignina com Styleze®; Lig 3Si = 

lignina com silicone; Lig 3T = lignina com Tinogard®; Lig 3ST = lignina com 

Styleze® e Tinogard®; EXB = Extrato bruto de nim. 

 

 

Assim foi possível afirmar que não há a necessidade do uso de ativos para 

proteger a azadiractina da degradação por radiação solar, evitando assim, o uso 

de produtos que podem prejudicar o meio ambiente – especialmente leitos 

fluviais – e elevar o custo final do produto. 

As ligninas apresentam boas características como envoltórias, auxiliando 

na conservação da atividade da azadiractina e que qualquer uma das ligninas 

utilizadas tem promovido a proteção necessária para a conservação da atividade 
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da azadiractina por um longo período de tempo. O teste de degradação por 

radiação utilizando a lâmpada UV como fonte de emissão da energia, 

responsável pelo envelhecimento acelerado das amostras estudadas, é 

comprovadamente eficiente na reprodução das condições do envelhecimento 

natural. De acordo com estudos realizados no Departamento de Engenharia de 

Materiais/Universidade Federal de São Carlos, a correlação estimada nestas 

condições de envelhecimento acelerado, em relação ao envelhecimento natural, 

é de 7,3 vezes, este fator de aceleração significa que 1.200 h de envelhecimento 

correspondem aproximadamente a 1 ano de envelhecimento natural. Assim, o 

experimento realizado em 120 h corresponde aproximadamente 1 mês de 

campo.  

 

4.5.2 - Degradação térmica 

O teste de degradação por temperatura apresentou resultados semelhantes 

ao teste de degradação por UV. Durante o período de 24 h e temperatura de 60 

°C, alíquotas foram retiradas para acompanhar o processo de degradação das 

formulações de nim e o extrato bruto foi exposto ao mesmo ambiente para 

servir de controle de degradação. Uma amostra de extrato bruto foi mantida em 

condições específicas sob proteção da radiação UV-visível e temperatura de 25 

°C para efeito de comparação (FIGURA 4.21). 
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FIGURA 4.21 - Curvas de degradação por temperatura de azadiractina 

presente nas formulações da partição acetato de etila do nim utilizando 

diferentes ligninas.  

 

Forim e colaboradores (2009) observaram que mesmo sob condições 

ideais de armazenamento (temperatura e umidade), a azadiractina sofre 

processos de degradação em função do tempo. Como pode ser observado na 

FIGURA 4.21, o extrato armazenado sob a proteção da luz e temperatura 

ambiente de 25°C apresentou uma degradação de 16,5% (m/m) em um período 

de 24 h. A formulação utilizando a Lig 3 gerou uma maior proteção, sofrendo 

uma degradação média de apenas 10% (m/m). As formulações em geral tiveram 

uma degradação de 10 a 15% (m/m), mostrando um ótimo resultado quando 

comparado com o extrato bruto de nim que teve nesse período de tempo 37% 

(m/m) da azadiractina degradada.    
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Com base nos resultados atuais, as ligninas mais promissoras foram as 

ligninas 3 e 4. A Lig 4 apresentou um menor tempo e maior facilidade de 

obtenção, menor consumo de reagentes e maiores rendimentos que as demais.  

Outra característica que tem chamado a atenção da formulação preparado 

com a Lig 3 obtido através do processo de polpação alcalino é sua morfologia. 

Este formato de cavidades, como pode ser visto pelas imagens de MEV 

(FIGURA 4.22b). Estas cavidades permitem a inclusão de moléculas 

melhorando características de proteção, vetorização, liberação, umidade, etc.  

 

a) b)

 

FIGURA 4.22 – Imagens de MEV das ligninas: (a) Lig 4 e (b) Lig 3, nas escalas 

de 5 e 3 µm, respectivamente.  

 

4.6 - Ensaios biológicos 

 Os ensaios biológicos visaram certificar se a atividade inseticida já 

conhecida do nim se manteria após sofrer o processo de microencapsulamento 

utilizando a lignina como polímero. Foram escolhidos quatro insetos pragas, 

Spodoptera frugiperda, Diabrotica speciosa, Diatraea saccharalis e Anticarsia 
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gemmatalis, por suas conhecidas ações maléficas em diversos cultivos, 

principalmente milho e cana-de-açúcar (BARROS et al., 2010; 

TIGANOMILANI et al., 1995; EDUARDO et al., 2013; ZHANG et al., 2004; 

FALCO e SILVA-FILHO, 2003; ARCAS et al., 1999; FERREIRA et al., 2014) 

 

4.6.1 - Spodoptera frugiperda 

 Foram testadas as formulações com as quatro ligninas (Lig 3, Lig 3 oxi, 

Lig 3_Ac e a Lig 4). A concentração do teor de azadiractina conhecida, sendo as 

concentrações de 2,0 e 5,0 µg.kg-1, foi testada, mantendo sempre o controle de 

qualidade.   

 As ligninas utilizadas como polímeros também foram testadas para 

verificar se as mesmas teriam alguma atividade frente às S. frugiperda. A massa 

de lignina pura utilizada para os ensaios foi de 1,2 g de lignina para cada 300,0 

g de dieta artificial. A massa de 1,2 g de lignina foi utilizada para o ensaio, pois 

para que o teor de azadiractina presente na dieta artificial fosse de 2 µg, a massa 

de 1,2 g de formulação contendo o extrato vegetal de nim, óleo comercial de 

nim, a lignina e os demais componentes da formulação para preparar a 

formulação foi utilizado. A quantidade de lignina pura utilizada foi muito 

superior quando comparado com à lignina presente na formulação, no entanto, 

essa massa foi escolhida para que a massa inserida na dieta, tanto da formulação 

quanto da lignina pura fossem iguais. Para a concentração de 5 µg de 

azadiractina, a massa de 3,0 g de formulação foi inserida na dieta artificial. O 
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extrato bruto de nim na concentração de 2,0 e 5,0 µg.kg-1 de azadiractina foi 

testada como controle. Os resultados deste ensaio são apresentados a seguir 

(TABELA 4.5). 

 

TABELA 4.5 - Médias da duração de fase larval, fase pupal e massa pupal de S. 

frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com formulações de nim 

utilizando lignina como polímero. 

Tratamento 

(µg de azadiractina) 

Duração da fase 

larval (dias) (± EP)1 

Duração da fase 

pupal (dias) (±EP)1 

Massa pupal 

(mg) (±EP)1 

Lig 3 (5) 26,9 ± 9,75 cd 0 0 

Lig 3 (2) 31,1 ± 5,81 c 0 0 

Lig 3 pura 13,2 ± 2,86 d 9,65 ± 1,38 a 92,6 ± 54,1 a 

Lig 3_Ac (5) 26,5 ± 11,39 c 0 0 

Lig 3_Ac (2) 29,3 ± 8, 69 c 0 0 

Lig 3_Ac pura 34,1 ± 8,77 bc 9,00 ± 2,09 a 67,3 ± 19,8 b 

Lig 3 oxi (5) 28,9 ± 8,24 cd 0 0 

Lig 3 oxi (2) 33,4 ± 10,0 c 0 0 

Lig 3 oxi pura 16,1 ± 5,33 d 8,95 ± 1,56 a 127,8 ± 31,4 a 

Lig 4 (5) 28,9 ± 10,2 cd 0 0 

Lig 4 (2) 30,70 ± 7,657 c 0 0 

Lig 4 pura 15,27 ± 3,027 d 8,13 ± 1,217 a 156,58 ± 

37,526 a 

ExB (5) 33,6 ± 8,56 c 0 0 

ExB (2) 39,4 ± 12,6 bc 0 0 

Controle 12,6 ± 3,67 d 9,80 ± 1,29 a 139,3 ± 40,2 a 

100 mg/kg, Temp.: 25 ± 10C; UR: 70 ± 5% e fotofase: 12h. 

 

Como observado na tabela 4.6, as ligninas puras utilizadas para o 

processo de encapsulamento do extrato bruto de nim não apresentaram 

atividade, pois os indivíduos que se alimentaram da dieta com as ligninas puras 
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chegaram à fase adulta como no grupo controle, podendo assim afirmar que o 

polímero natural não exerce nenhuma atividade sobre a S. frugiperda.   

A alimentação das larvas com a dieta artificial contendo o extrato bruto 

de nim sem a proteção que o microencapsulamento apresentou atividade assim 

como as formulações utilizando as ligninas como polímeros, no entanto, o 

ensaio foi mantido sobre temperatura controlada de 25 ± 2°C e como 

confirmado no teste de degradação fotodiquímica e térmica (vide seção 4.5.1 e 

4.5.2), o extrato bruto se mostra muito sensível aos dois fenômenos, sendo que, 

quando este se encontra encapsulado por lignina, a degradação do principal 

principio ativo, a azadiractina, decai visivelmente.  

Todas as formulações tiveram mortalidade de 100% e pode-se observar 

um prolongamento no tempo larval quando comparado ao controle de água. As 

larvas permaneceram vivas por aproximadamente 15 dias a mais que o controle, 

no entanto, não foi observada alimentação da dieta nesse período, acarretando 

assim, baixo desenvolvimento da fase larval (FIGURA 4.23a). 
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a) b) 

FIGURA 4.23 - Imagens das larvas de S. frugiperda: a) larvas mortas 

após ingerir a dieta com as formulações de nim e; b) lagarta com 12 dias. 

  

 O aumento na duração da fase larval das formulações testadas não foram 

prejudiciais ao experimento, pois comprovou-se que as mesmas não se 

alimentavam, possivelmente devido ao efeito antialimentar atribuídas aos 

terpenóides presentes no extrato e que foram enriquecidos com a 

particionamento do extrato bruto de nim (MOSSINI e KEMMELMEIER, 2005; 

MIKAMI e VENTURA, 2008). Dimensionando esses dados para o campo, o 

retardamento no ciclo biológico das lagartas devido a falta de alimentação, irá 

desestruturar sua procriação e proliferação e não irá prejudicar o ecosistema 

como ocorre com os inseticidas sintéticos com seus efeitos ‘knock-down” 

(SODERLUND e KNIPPLE, 2003) 

 

4.6.2 - Diabrotica speciosa 

 As formulações de nim com conhecida concentração de azadiractina 

foram fornecidas ao Professor Dr. Arlindo Leal Boiça Júnior do Departamento 
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de Fitossanidade da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal – SP para 

serem ensaiadas contra a praga de solo D. speciosa. Foram testadas as quatro 

formulações de nim na concentração de 3,0 µg de azadiractina em cada 

formulação.  

A TABELA 4.6 apresenta os resultados referentes aos efeitos das 

diferentes formulações de nim sobre indivíduos de D. speciosa. Não foi possível 

fazer análise estatística, pois se observou mortalidade total dos indivíduos que 

foram tratados com as formulações. O tratamento com fipronil, no qual não 

houve presença de larvas e pupas vivas, porém, este tratamento não diferiu dos 

tratamentos com a dosagem de 3,0 µg de azadiractina das formulações de nim.  

Verificou-se que houve emergência de insetos apenas na testemunha. 

Consequentemente, somente no tratamento testemunha foi registrado valores de 

período larva-adulta, peso de adultos, razão sexual e longevidade, sendo estes: 

23,89 dias, 10,51 mg, 0,47 e 5,26 dias, respectivamente.   
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TABELA 4.6 - Mortalidade dos indivíduos de D. speciosa submetidos à 

aplicação das formulações de nim utilizando diferentes ligninas como polímero.   

Tratamentos Insetos emergidos Sobrevivência (%) 

Lig 3 0 0 

Lig 3_Ac 0 0 

Lig 3oxi 0 0 

Lig 4 0 0 

Extrato Bruto nim 0 0 

Fipronil  0 0 

Controle 17,00 ± 2,76 56,67 ± 9,20 

Dados insuficientes para realização da análise estatística. 

 

Os resultados encontrados no presente estudo evidenciam a eficácia das 

formulações utilizando os extratos vegetais sobre a mortalidade da D. speciosa, 

alcançando resultados semelhantes ao inseticida fipronil, sob condições 

controladas de laboratório.  

 

4.5.3 - Diatraea saccharalis  

 Em busca de verificar se as formulações do extrato de nim teriam 

atividade contra a D.saccharalis, os ensaios biológicos foram desenvolvidos em 

nosso laboratório e os insetos foram cedidos pela Usina Bonfim-Guariba/SP 

(grupo Raízen) com 0,5cm de comprimento e 2° instar. Foram desenvolvidos 

dois experimentos distintos. No primeiro foi utilizado dieta artificial e as 
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formulações foram testadas nas concentrações de 2,0 e 5,0 µg azadiractina e no 

segundo experimento as formulações na concentração de 5,0 µg azadiractina, 

foram dispersas na superfície de um pedaço de cana-de-açúcar, sendo os insetos 

exposto à essa alimentação. 

 No primeiro experimento, utilizando a dieta artificial, foi possível 

observar mortalidade total dos insetos alimentados com a dieta composta pela 

formulação usando a Lig 3_Ac, tanto na concentração de 2,0 µg, quanto na de 

5,0 µg de azadiractina. No entanto, as outras formulações utilizando as demais 

ligninas tiveram eficácia total em apenas 12 dias, nas duas concentrações 

testadas. O extrato bruto apresentou uma mortalidade mais lenta quando 

comparada às formulações (FIGURA 4.24). As lagartas pertencentes ao 

controle alcançaram a fase adulta.  
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FIGURA 4.24 - Curva de mortalidade da D. saccharalis alimentadas com as 

formulações de nim. 
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 Com esse experimento é possível afirmar que o extrato de nim apresenta 

atividade superior ao extrato sem proteção, possivelmente devido a baixa 

degradação da azadiractina durante os primeiros dias de contato do individuo 

com os princípios ativos. Observou-se o pequeno crescimento dos indivíduos 

que se alimentaram da dieta artificial com a presença dos princípios ativos e na 

os indivíduos que se alimentaram apenas da dieta, apresentaram 

desenvolvimento normal (FIGURA 4.25). 

 

  

a) b) 

FIGURA 4.25 - Larvas de D. saccharalis: a) Indivíduos alimentado com 

formulação de nim na dieta; b) indivíduo controle. 

 

 No segundo experimento, onde os insetos foram alimentados com 

pedaços de cana-de-açúcar com a presença das formulações, foi possível 

observar uma longevidade maior no seu ciclo biológico. O grupo controle se 

alimentando apenas com a cana-de-açúcar não completou seu ciclo em 60 dias, 

possivelmente por interferência dos fungos proveniente dos pedaços de cana-de-

açúcar, no entanto, não ocorreu a morte de nenhum indivíduo.  
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 As lagartas alimentas com o extrato bruto de nim (ExB) apresentaram 

baixa mortalidade nos primeiros 15 dias do experimento, onde no mesmo 

período se observava grande atividade das formulações. Após 25 dias, apenas 

20% dos insetos apresentaram mortalidade, por outro lado, as formulações 

apresentaram mortalidade total no intervalo de 23 dias (FIGURA 4.26). 
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FIGURA 4.26 - Curva de mortalidade da D. saccharalis alimentada com cana-

de-açúcar e as formulações de nim. 

 

 A FIGURA 4.27 mostra a diferença de desenvolvimento dos insetos que 

se alimentaram com o pedaço de cana-de-açúcar com as formulações e os 

insetos que se alimentaram apenas da cana-de-açúcar. Os insetos da FIGURA 

4.27a apresentaram coloração escura devido a sua mortalidade e tamanho 3 

vezes menores que os insetos usados como controle. 
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a) b) 

FIGURA 4.27 - Indivíduos de D. saccharalis alimentados com pedaços de 

cana-de-açúcar: a) alimentados com a cana-de-açúcar e formulação; b) 

alimentados apenas com cana-de-açúcar. 

 

4.6.4 - Anticarsia gemmatalis  

 Os ensaios contra a A. gemmatalis foram desenvolvidos no Laboratório 

de Entomologia Agrícola da Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade 

Oeste Paulista – Presidente Prudente/SP, coordenados pela professora Dra 

Vânia Maria Ramos. As lagartas foram inoculadas à dieta no 1° instar. Nesse 

experimento utilizou-se apenas as formulações utilizando a Lignina 3 e 4, com a 

concentração de 3,0 µg de azadiractina. As lagartas apresentaram alta 

sensibilidade ao produto, assim, avaliou-se a atividade da lignina pura, para 

confirmar se havia influência do polímero para essa espécie (FIGURA 4.28).   
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FIGURA 4.28 - Curva de mortalidade da espécie A. gemmatalis. 

 

 As lagartas alimentadas com as ligninas puras e o controle (apenas dieta 

artificial) não apresentaram mortalidade, alcançando assim, os indivíduos a vida 

adulta. A formulação utilizando a Lig 4 apresentou uma mortalidade mais 

acentuada nos primeiros dias, no entanto, tanto ela, quanto a formulação 

utilizando a Lig 3 e o extrato bruto sem proteção apresentaram mortalidade de 

100% em 6 dias de avaliação. Na FIGURA 4.29 é possível observar efeito das 

formulações sobre a lagarta. 
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a) b) 

FIGURA 4.29- Lagartas de A. gemmatalis: a) lagarta alimentada com dieta 

artificial e formulações; b) lagarta alimentada apenas com a dieta artificial. 

 

 Em trabalho desenvolvido por Jakoby (2008), o potencial inseticida do 

óleo de nim foi avaliado contra a A. gemmatalis através do consumo foliar 

pulverizada com o óleo em três concentrações (0,5; 1,5 e 2,5%). Verificou-se 

que o óleo de nim reduziu o consumo foliar, provocou deformações nos insetos 

e causou índice de mortalidade superior a 98% nas duas maiores concentrações 

e observou-se que os efeitos provocados nas lagartas de A. gemmatalis foram 

mais evidentes, quanto menor o intervalo entre a aplicação e o início da 

alimentação das lagartas (JAKOBY, 2008).  

 Os resultados obtidos com as formulações de nim foram significativas, 

principalmente pelo pouco tempo de dias que observou-se a mortalidade total. A 

A. gemmatalis se mostrou altamente sensível à alimentação com a presença do 

nim. 
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5 –CONCLUSÃO 

 

O método escolhido para a extração de ligninas, a polpação alcalina, se 

mostrou uma técnica rápida, fácil e mais limpa ambientalmente, além de 

reprodutível. A oxidação utilizando o H2O2 foi escolhida primeiramente por sua 

característica ambientalmente correta, pois este não gera resíduo, no entanto, 

este método foi muito brando para produzir a hidrólise na macromolécula da 

lignina. Porém, o mesmo ocasionou mudanças morfológicas na estrutura da 

lignina e a acetilação das ligninas teve como intuito obter amostras de ligninas 

mais solúveis, tornando maiores às possibilidades de caracterização. 

 As ligninas extraídas pelo reator apresentaram rendimento superior à 

lignina obtida por autoclave e as mesmas foram produzidas para verificar se 

haveria diferenças físicas e químicas com o aumento da temperatura. Através da 

analise quimiometria de RMN de 1H, observou-se que não havia diferenças 

químicas, assim, foram as ligninas obtidas por autoclave as escolhidas para a 

continuidade do trabalho. 

 O desenvolvimento de metodologia de preparação das microparticulas do 

extrato vegetal de nim foi eficaz, pois as microparticulas apresentaram proteção 

ao extrato vegetal. Os estudos de estabilidade, promovidos na câmara de 

degradação (UVA-UVC) e de temperatura, monitorados pelo conteúdo de 
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azadiractina via CLAE-UV, comprovaram a eficiência do uso de ligninas na 

proteção da azadiractina quando utilizadas como envoltório.  

 Os ensaios biológicos sobre a S. frugiperda, D. speciosa, D. saccharalis e 

A. gemmatalis corroboraram com os dados de proteção gerado pelo uso da 

lignina como envoltório do extrato vegetal.  

Foi possível concluir que entre as ligninas utilizadas, que a lignina obtida 

diretamente (método direto) do licor preto (Lig 4) foi a mais promissora 

apresentando menor tempo de obtenção, menor custo e maior rendimento. 

Adicionalmente, foi observado que os aditivos de proteção ultravioleta e 

térmicos inseridos nas formulações não tiveram efeitos mediante o teste de 

degradação à radiação UV da azadiractina. 
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