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RESUMO

NANO E MICRO ENCAPSULAMENTO DO EXTRATO VEGETAL DE
Azadirachta indica USANDO LIGNINAS DO BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR. 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
polimero natural ligninas extraidas do bagaco da cana-de-aclUcar. Foram
realizados diferentes metodos de extracdo e modificagdo quimica da lignina no
intuito de comparacéo de rendimento, custo, vantagens ambientais e eficacia
bioldgica. Entre as modificacbes quimicas propostas as principais foram
reacOes de oxidacdo e acetilacdo. As técnicas utilizadas para a caracterizacao
do biopolimero foram o IV-TF, RMN de 'H, MALDI-TOF e MEV. Tecnicas
de quimiometria foram empregadas na analise de RMN, auxiliando na
diferenciacdo dos biopolimeros segundo seu grupo: oxidadas, acetiladas e
naturais. As ligninas foram utilizadas em processos de microencapsulacdo de
extratos e fragOes do inseticida natural, Azadirachta indica L. Juss, por Spray-
Drying. Os produtos obtidos foram submetidos a ensaios de degradacéo
térmica e fotoquimica. A formulacdo 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 ndo necessidade de inserir aditivos
sintéticos no processo de microencapsulamento e, consequentemente, no
produto final. O microencapsulamento foi realizado utilizando o processo
nomeado Nanoemulsdo/Deslocamento Solvente desenvolvido no grupo de
trabalho. Neste processo, 0 material vegetal foi nanoemulsionado, revestido
por um filme biopolimérico formando as nanocépsulas e secas pela técnica de
Spray-Drying gerando um cluster em escala micrométrica. Todo material
formulado foi submetido a ensaios bioldgicos para 0s insetos Spodoptera
frugiperda, Diabrotica speciosa, Diatraea saccharalis e Anticarsia
gemmatalis que foram usados como modelos. Os dados obtidos nos ensaios
bioldgicos demostraram que as formulacBes preparadas com nim e ligninas
como envoltdrios foram ativas contra 0s insetos-pragas tanto quanto o extrato

vegetal ndo 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, *H 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- INTRODUCAO

Desde os primérdios a humanidade tem nos insetos um dos principais
fatores limitantes do desenvolvimento e produtividade. As primeiras técnicas de
gerenciamento de insetos sdo descritas desde a antiguidade (século 16 a.C.),
onde sdo relatadas vérias substancias quimicas e organicas usadas para controlar
pulgas, mosquitos e moscas (PANAGIOTAKOPULU et al., 1995). Durante as
décadas de 30, 40 e no inicio de 1950, compostos quimicos tdxicos, como
arsénio, mercurio, chumbo e organoclorados, foram amplamente utilizados
como agrotoxicos (DALY et al., 1998; MILLER, 2002). Somente a partir da
Segunda Guerra Mundial, visando aumentar a provisdo de alimentos para
atender uma explosdo demografica mundial, é que houve necessidade de se
buscar produtos mais eficientes (VEIGA et al., 2006). Com o0 aumento na
producéo agricola de paises ndo industrializados, paises como o Brasil e a India
foram alguns dos principais beneficiados, mas juntamente com esses beneficios,
alguns problemas comecaram a surgir, sendo estes observados a partir do
crescimento acelerado e desordenado do setor agricola (PAULUS, 1999)

Na década de 90 a preocupacdo sobre o meio ambiente aumentou, pois
umas das maiores consequéncias do crescimento da producdo agricola foi o
consumo elevado e descontrolado de agrotoxicos, destacando-se 0 composto
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). (ALVAREZ et al., 2003; SHABBIR et al.,

2005).



Entre os paises 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 bilhGes de dolares para a industria quimica. Agrotdxicos no
Brasil estdo disponiveis através de 1.079 produtos de 470 ingredientes ativos,
0s quais séo divididos em herbicidas (45%), inseticidas (27%) e fungicidas (28%)
(PEDLOWSKI et al., 2012).

Os agroquimicos sdo usados de diferentes maneiras, em funcdo das suas
caracteristicas fisico-quimicas. No entanto, devido a varios processos de
degradacdo, tais como lixiviagdo ou destruicdo por luz, temperatura,
microorganismo ou mesmo a agua (hidrélise), apenas uma pequena quantidade
destes produtos quimicos chegam ao local de destino. Neste caso, as
concentracdes aplicadas destes compostos tém sido muito maiores do que o
necessario. Por outro lado, a concentracdo que alcanca o seu alvo pode ser mais
baixa do que o minimo necessario para a eficacia (MOGUL et al., 1996). Em
geral, dependendo do tempo e do método de aplicacdo, a quantidade de
agroquimicos aplicados, de até 90%, pode ndo atingir a meta e por isso ndo
produzir a resposta bioldgica desejada. Por esta razdo, a aplicacdo repetida dos
agroguimicos se torna necessaria, portanto, para um eficiente controle das
pragas alvo, o aumento do custo e consequéncias indesejaveis para 0

ecossistema podem ser observados (MOGUL et al., 1996).



A producdo agricola tem na ocorréncia de pragas e doencas um dos
principais fatores limitantes ao seu desenvolvimento. E inevitavel o uso de
defensivos agricolas para reduzir a perda da producdo agricola. Devido a
urgéncia de novos defensivos agricolas, a introducdo dos mesmos aconteceu de
tal forma que ndo foram estudados seus efeitos toxicoldgicos (SAIL et al.,
1993). Devido a falta de seletividade, 0 seu uso sem restricdes também podem
levar a eliminacéo de inimigos naturais, o que implica no crescimento rapido da
populacdo praga. Além disso, muitas vezes faz com que 0s insetos criem

resisténcia para os agroquimicos (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 opcao e/ou complemento ao desenvolvimento de novas
formulagdes para o controle de pragas, reduzindo ou eliminando o uso de
agrotdxicos. Os biopesticidas sdo geralmente classificados como: i) produtos
vegetais ou microbianas ou i) microorganismos vivos que sdo capazes de
controlar patdgenos de plantas e pragas (ROUSIDOU et al., 2013).

Recentemente, o Spinosad (Tracer®), composto principalmente por
espinosina A e espinosina D, obtidas da fermentacdo aerobia pela bactéria de
solo Saccharopolyspora spinosa. Esse produto natural foi registrado para 0 uso

como um protetor em produtos armazenados, tais como trigo, arroz, sorgo,



aveia, cevada e milho nos EUA. O Spinosad, por sua caracteristica natural foi
aprovado para uso na agricultura organica por numerosos orgaos de certificacao
nacional e internacional (EISSA et al., 2014).

Diversos produtos naturais sdo relatados na literatura como biopesticidas e
alguns exemplos foram citados na TABELA 1.1.

Os biopesticidas podem resultar em reducdo de custos de produgéo,
prevenir danos provocados por insetos as culturas, ao meio ambiente e aos
consumidores que, neste caso, ndo correm o risco de adquirir gréos, hortalicas e
frutas com residuos toxicos (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 aplicacdo em campo, produgéo, regulamentagédo, armazenamento e
reprodutibilidade da eficacia biologica, 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 extrinsecos, como a temperatura, radiacdo, luz, ar (especificamente o
oxigénio, dioxido de carbono e vapores de 4gua), umidade, local e hora da coleta
e de acondicionamento, tambem alteram a estabilidade e o conteddo de
compostos ativos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). H& também os fatores

intrinsecos como: pH, hidrolise, racemizacéo e oxidacéo.



TABELA 1.1 — Alguns exemplos de biopesticidas pesquisados.

Género Biopesticidas Referéncias
Beauveria bassiana EISSA et al., 2014;
Metarhizium anisopliae EISSA et al., 2014;
Bacillus sphaericus PANNEERSELVAM et al., 2003;
Bacillus thuringiensis var. | LUNA-FINKLER e FINKLERB,
Bactérias e | israelensis 2008;
fungos Bacillus thuringiensis var. | CHENG et al., 1992;
kurstaki
Bacillus thuringiensis var. | YULE e SRINIVASAN, 2003;
aizawai
Spinosad PINERA e UNER, 2013; EISSA et
al., 2014;
Azadiracta indica YULE e SRINIVASAN, 2003;
WANDSCHEER et al., 2004;
VENZON et al., 2005; MORGAN,
Plantas 2009;: HANIFAH et al., 2011;
Rhodojaponin 1| AHMAD, 2012;
Melia volkensii DONG, 2013;
Melia azedarach WANDSCHEER et al., 2004;
AKHTAR e ISMAN. 2014ab;
Trichilia americana WHEELER et al., 2001.
Tomilho (Thymus vulgaris
L.) VENSKUTONIS, 1997;
Alecrim (Rosmarinus
Oleos officinalis) ISMAN, 1999:
essenciais | Menta (Mentha spp.) KEDIA et al., 2014;
Eugenol ABBASZADEH et al., 2014;

Monoterpeno 1,8-cineolo

CHOlI et al., 2004.

Na auséncia de protocolos de producdo e métodos de controle de

qualidade torna-se impossivel garantir a reprodutibilidade da acdo bioldgica

esperada para um determinado produto entre diferentes lotes. Avaliando

a




reprodutibilidade bioldgica entre diferentes extratos de Azadirachta indica,
Forim e colaboradores (2010a), destacam a importancia do uso de método de
controle de qualidade. Neste trabalho, diferentes extratos de A. indica obtidos
por varias técnicas de extragdo 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 funcdo do teor de azadiractina
(principal componente dos extratos de A. indica) nos extratos vegetais. Ficou
evidente que as técnicas de extracdo mais eficiente proporcionaram extratos com
melhores contetdos do principio ativo e melhores resultados de acao inseticida
Os extratos com maiores contedo do composto ativo azadiractina foram ativos

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

Juntamente ao descobrimento, desenvolvimento de novos extratos,
moléculas ativas e com a identificacdo de novos alvos/modo de acéo, também
houve a necessidade de se criar novas formulagGes e modos de aplicacdo em
campo. Neste sentido, uma ampla variedade de tipos de formulagdes, aditivos e
processos tecnologicos vém capacitando o desenvolvimento de novos pesticidas
contendo ingredientes ativos com diferentes propriedades fisicas e/ou quimicas.
Como exemplo, pode-se citar ingredientes ativos solUveis em agua que S&o
preparados em solucdes aquosas ou como pos molhaveis, enquanto que
ingredientes ativos oleosos, sollveis em hidrocarbonetos, sdo normalmente
formulados como concentrados emulsionaveis (VALKENBURG, 1973).

Compostos ativos que possuem baixa solubilidade em agua ou
hidrocarbonetos oleosos podem ser formulados como suspensdes, pés ou
granulados dispersos em éagua (VALKENBURG, 1973). Outros tipos de
formulagdes de aplicacdo especial sdo granulados com aplicacdo direta no solo,
no tratamento de sementes ou durante a semeadura (DELANEY et al., 2006).

As formulagdes tém como objetivo promover o uso conveniente e seguro
de um produto que nao seja deteriorado num periodo de tempo e obter a maxima
atividade inerente a um composto ativo. Desde a década de 80, tem ocorrido um
rapido desenvolvimento de formulagbes mais sofisticadas, isso se deve a
disponibilidade de poderosos surfactantes e outros aditivos, € um melhor

entendimento dos principios da quimica de coloides e de superficie que



permitem aumentar a estabilidade da formulacéo e sua atividade bioldgica. Nos
ultimos anos tem havido um grande aumento nos tipos de formulagdes indo de
encontro com as necessidades do operador, seguranca ambiental ou para
melhorar a atividade e persisténcia dos compostos ativos (KNOWLES, 2008).
Atualmente a GCPF — Global Crop Protection Federation (CropLife
International) lista cerca de 80 diferentes tipos de formulagGes. As mais comuns
sdo: granulados (GR), solucdes concentradas (SL), concentrados emulsionaveis
(EC), pbés molhaveis (WP), suspensfes concentradas (SC), emulsbes Oleo/agua
(EW), nanoemulsdes (NE), granulados dispersos em agua (WG), nanoparticulas
(NC), etc (FARIA e WRAIGHT, 2007). Na tabela abaixo alguns exemplos de

ingredientes ativos sdo apresentados (TABELA 1.2).

TABELA 1.2 — Exemplos de ingredientes ativos utilizados na forma de

formulacdes.

Ingredientes ativos | Tipo de formulacéo Referéncias
B-Caroteno Nanoemulséo QIAN et al., 2012a, 2012b;
Azadiracta indica Nanoparticulas DA COSTA et al., 2014;
Benomil P6 molhavel SINGH, 1993;

Concentracgéo
Piretroide ciflutrina emulsionaveis e Po ARTHUR, 1994,
molhavel
Concentracéo
emulsionaveis e P6 PAN et al., 2009;
Lambda-cialotrina molhével
Carboxilato de nicotina | Nano emulséo CASANOVA, 2005;
Diazone Microcapsulas GREENE et al., 1992;




1.3 - Nanotecnologia

Uma abordagem mais sofisticada para a formulacdo de agroquimicos
envolve a nano e microencapsulagdo. Entre as principais vantagens ao setor
agroquimico se pode destacar sua capacidade de controlar e liberar em que
condicOes especificas o ingrediente ativo é liberado, aumentar a solubilidade e
reduzir o contato dos ingredientes ativos com os trabalhadores rurais. Um
grande numero de diferentes estratégias tem sido proposto para modificar as
caracteristicas fisico-quimicas das nano e micro particulas e, assim, sua
interacdo com 0 meio bioldgico.

GREENE et al. (1992), utilizaram poliacrilatos de n-alquilo (Intelimer®)
para produzir microcdpsulas do inseticida organofosforado diazone que
liberassem controladamente esse composto ativo através do aumento da
temperatura, acima de 30°C, que é a temperatura de fusdo do polimero. As
experiéncias foram realizadas com as pragas Diabrotica balteata e Diabrotica
virgifera a 20 °C e 32 °C, abaixo e acima do ponto de fusdo do polimero,
respectivamente. A mortalidade foi comparada a formulacdo granular
comercial. Em temperaturas mais baixas, a formulacdo comercial apresentou
melhor mortalidade. Em temperaturas mais elevadas a atividade da formulacao
encapsulada foi melhor, apresentando cerca de 90% de mortalidade, ao final de
um periodo acima de 8 semanas. Sendo que a formulacdo comercial de fato
havia perdido um pouco sua atividade, presumivelmente devido a degradacao

pelo calor (GREENE et al., 1992).
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Através do uso das técnicas de nanoencapsulamento de substancias
organicas ja € possivel modificar a natureza quimica da matriz polimérica das
particulas alterando certas caracteristicas como biorrecognicdo, biodistribuicéo,
bioadesdo, biocompatibilidade, mobilidade e biodegradacdo. Uma segunda
melhora para modificar a resposta bioldgica é baseada na incorporacdo de
adjuvantes nas particulas. Nesse caso, proteinas (por exemplo, albumina,
invasina e lectina) e polimeros (polietilenoglicol, poloxaminas) sdo algumas das
moléculas comumente investigadas. Finalmente, diferentes processos de
producdo de nano/microparticulas estdo disponiveis e podem desenvolver e/ou
melhorar caracteristicas fisico-quimicas como tamanho, estrutura, morfologia,
textura de superficie e composi¢cdo (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 nanoparticulas precisam ser preparadas em meios
liquidos, suspensdes coloidais, as microparticulas podem ser obtidas com a
remocdo da agua dos sistemas coloidais contendo nanoparticulas utilizando um
suporte de secagem pelas técnicas de liofilizagdo ou Spray-Drying (TEWA-
TAGNE et al., 2006; TSE et al., 1999; GARCIA-DIEGO e CUELLAR, 2005 e

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

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

1.4 - A cana-de-acuUcar e as ligninas

Devido a vasta biodiversidade encontrada em seu territorio, o Brasil
dispde de uma grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais cujo
bioprocessamento pode ser de grande interesse econdmico e social
(BRINGHENTIL et al., 2007). Também, o Brasil € o maior produtor mundial de
cana-de-acucar. As areas em 2013/14 cultivadas com cana-de-agucar, destinados
a atividade sucroalcooleira estdo estimadas em 8.799 milhdes de hectares, sendo
0 estado de S&o Paulo o maior produtor com uma participagdo de 51,3% (4.515
milhdes de hectares). A industria brasileira de acucar e alcool (sucroenergética)
produziu aproximadamente 41milhdes de toneladas de acUcar e outros 27
bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2013).

A cana-de-acucar além de fornecer &lcool e agucar, fornece também
matéria-prima para muitas industrias como a do papel e bebidas, possuindo
aplicacbes em potencial em diversos outros setores da industria
(GAMBARATO, 2010; CORDEIRO et al., 2009). Nesses processos, apos sua
moagem, o principal subproduto é o bagaco. Outro importante subproduto ¢ a
palha, que foi proibida gradualmente de ser queimada no campo pela Lei n°

11.241, de 19 de setembro de 2002 (LINS e SAAVEDRA, 2007).
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Grande parte desse bagaco € utilizada como combustivel na geracdo de
calor e energia elétrica (VASQUEZ et al., 2007). O bagaco e a palha s&o
materiais lignocelul6sicos compostos de celulose, hemicelulose e lignina que
podem ser explorados por outros setores na producéo de produtos de maior valor
agregado. Como exemplo, celuloses podem ser aplicadas nas industrias
farmacéuticas, tanto na sua forma nativa quanto na forma de derivados
fisicamente e quimicamente modificados. Sua gama de aplicacdo varia dos
materiais de acondicionamento e embalagens até suportes para soft-drugs
(NETO e PETROVIK, 1997). Em outros setores da industria, produtos
derivados de celulose sdo encontrados em fibras, filmes, filmes fotogréaficos,
substitutos de vidro e ligas para tintas ou pastas de papel, adesivos, sabonetes e
resinas sintéticas. Um grande consumidor € a industria da construcéo civil, que
emprega gesso, cimento, pasta para papel de parede ou adesivos especiais com
espessantes a base de celulose. As substancias preferidas sdo os chamados éteres
de celulose, que incluem principalmente o setor de construcdo, metilcelulose,
hidroxietil celulose, carboximetil celulose e metilhidroxido propila celulose. A
industria alimenticia também depende do efeito espessante do éter celulose, que
desacelera o descongelamento do sorvete, por exemplo. Neste campo hé altos
padrbes de materiais brutos que sdo usados (NETZSCH, 2014). As ligninas
foram utilizadas na sintese de resinas fenolicas em meio alcalino (resol) para
fabricacdo de colas de madeira na confeccdo das placas de compensados e

aglomerados (DOS SANTOS e CURVELDO, 1999).
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A lignina é um componente nado-carboidrato da parede celular dos
vegetais, normalmente considerada indigestivel e também inibidora da
digestibilidade da parede celular das plantas forrageiras, acentuando a sua acéo,
a medida que o vegetal amadurece (FUKUSHIMA et al., 2000). Do ponto de
vista funcional, ligninas facilitam o transporte de &gua, conferem resisténcia as
paredes celulares e impedem degradacdo dos polissacarideos da parede, atuando
como uma importante linha de defesa contra patdgenos, insetos e outros
herbivoros (HATFIELD e VERMERRIS, 2001).

Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de permitir aplicacdes mais
nobres em termos tecnoldgicos das ligninas a partir de um maior conhecimento
das propriedades desta complexa e abundante matéria-prima (ALESSIO et al.,
2008). As ligninas sdo biossintetizadas via polimerizagcao de trés mondmeros
fenilpropanodides (C6-C3) (FIGURA 1.2). Estes monbGmeros apresentam
estruturas que variam entre si apenas no grau de metoxilacdo dos carbonos 3 e 5.
Sé@o eles os alcoodis p-coumarilico (auséncia de grupamentos metoxilicos),
coniferilico (metoxilacdo no C3) e sinapilico (metoxilacdo nos C3 e C5)
(FUKUSHIMA e HATFIELD, 2003) e esses monoligndis variam de acordo com
a planta (SUHAS et al., 2007; DEWICK, 2009; MANN, 2005; DONALDSON,

2001).
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FIGURA 1.2 - Mondmeros de monélignol. (a) alcool p-coumaril (4-hidroxifenil,

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

O acoplamento oxidativo entre monoligndis pode resultar na formacao de
varias ligacOes diferentes interunidades. Em ligninas nativas, as unidades de
fenilpropano estdo ligadas uma a outra por uma série de ligacdes caracteristicas
do tipo B-O-4, B-5, B-B, etc. (RUGGIERO et al., 2005).

Atualmente, h& dois modelos paraos radicais de acoplamento para
produzir uma molécula de lignina funcional. Um delesé o modelo de
acoplamento aleatdrio, que surgiu durante os primeiros estudos sobre a estrutura
da lignina e, o segundo se baseia na definicdo de proteinas dirigentes de DAVIN
e LEWIS (2000), onde a lignificacdo deve ocorrer sob regulacdo estrita de
proteinas especializadas que controlam a formacéo de ligacGes individuais. As
proteinas dirigentes irdo dirigir o acoplamento de dois radicais monoligndis,
produzindo um dimero com um unico regio- ou estereoisdmero de configuracéo.
Estes dimeros sdo conhecidos como lignanas (BURANOV e MAZZA, 2008) e
estd comumente presente em diversas plantas. A logica para este novo modelo é

a crenca de que a natureza ndo deixaria a formagdo de importantes moléculas
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como lignina "ao acaso” (HATFIELD e VERMERRIS, 2001). Os monolignois
também podem formar ligagdes com outros polimeros da parede celular além da
lignina, através de ligacdes polissacarideos e protéicas cruzadas com a lignina,
formando uma rede tridimensional muito complexa (BURANOV e MAZZA,

2008; WHETTEN et al., 1998).

1.5 — Métodos de polpacéao e isolamento de ligninas

O processo de polpacdo Kraft € o método dominante de producdo de
celulose em todo mundo, empregando uma combinacdo de hidréxido de sodio e
sulfeto de sddio a temperaturas altas (~170 °C) onde a lignina é degradada
efetivamente em fragmentos sollveis em agua e fibras de polpa
predominantemente compostas de celulose e hemicelulose (FIGURA 1.3). No
entanto, o processo de polpacdo Kraft convencional remove até 95% da lignina
na fibra, e a lignina restante deve ser removida empregando substancias
quimicas oxidativas. Recentemente, 0rgdos do governo e entidades
ambientalistas vém questionando a polui¢do causada pelo efluente oriundo do
processo de brangueamento da polpa celuldsica (PERISSOTTO e RAMOS,

2002; GUERRA et al., 2007)
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FIGURA 1.3 — Processo de polpacao Kraft.

Outros metodos que podem ser citados sdo: a) método de Klason (VITAL
et al., 1989; FUZETO, 2003; FIRMINO et al., 2006); b) processo organossolv
(acetosolv e formacell) (BENAR et al., 1999); ¢) processo do acido tioglicélico;
d) lignina nativa ou de Brauns (ZAKZESKI et al., 2009); e) lignina liberada
enzimaticamente; f) lignina de madeira moida; (SALIBA et al., 2001), g)
polpacéo aceto; e h) deslignificacdo 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 razéao
entre os mondémeros utilizados. Em madeiras de coniferas a quantidade de
ligninas é cerca de 30%. Ja em madeiras de folhosas, ela pode variar entre 15%
e 24%, enguanto, no bagaco de cana-de-acucar o teor de lignina é
aproximadamente 21% (ALESSIO et al., 2008).

Apesar da extensa investigacdo, a estrutura complexae irregular
da lignina ndo 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 sdo analisadas partes diferentes de uma mesma
planta, transformando assim a lignina em um composto de estrutura dificil de ser
caracterizada (SILVEIRA e MILAGRES, 2009). Em parte, essa dificuldade se
d& especialmente porque o protocolo de extracdo é direcionado para modificar e
degradar o polimero de lignina. Embora muitos métodos quimicos e
enzimaticos tenham sido desenvolvidos para o isolamento de lignina a partir de
fibras de matéria vegetal, nenhum deles é incapaz de causar alteracdes
estruturais durante o isolamento. Determinar os constituintes de lignina por
degradacdo quimica € uma tarefa extremamente trabalhosa, que infelizmente,
ndo da respostas claras como a sua composi¢cdo molecular (WHETTEN et al.,

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

1.6 — Métodos de analises de ligninas

As técnicas mais utilizadas para a analise das ligninas sdo a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (BILBA e
OUENSANGA, 1996; COTRIM et al., 1999), ultravioleta (MANCERA et al.,
2010), analise termogravimétrica (OUNAS et al., 2011), cromatografia de
exclusdo por tamanho (GUERRA et al., 2007; MATTINEN et al., 2008),
ressonancia magnética nuclear de *H, $3C e 3P (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. Antelaesa azadirachta, Melia
azadirachta, conhecida popularmente como nim, tem sido usada por séculos no
Oriente como planta medicinal aplicada no tratamento de inflamacdes, infeccoes
virais, hipertensdo e febre, planta sombreadora, repelente, material para
construcdo, combustivel, lubrificante, adubo e mais recentemente como
inseticida (MOSSINI e EMMELMEIER, 2002). O nim, originario de Burma
(Mianmar) e da India, pode ser encontrado em diversos paises de clima tropical,
da Australia ao sul dos Estados Unidos. No Brasil, o nim foi introduzido em
1986 sendo, com sucesso, cultivado nas regides norte, nordeste e centro oeste
(MARTINEZ, 2002).

O grande interesse atual nas pesquisas envolvendo o nim, principalmente
nos paises ocidentais (Europa e Américas), sdo suas propriedades inseticidas
(BOEKE et al., 2004). Atualmente o nim tem acdo comprovada sobre mais de
400 espécies de insetos e acaros, causando os mais diversos efeitos como, por
exemplo, repeléncia, efeito antifagico, repeléncia de postura, interrupcdo do
desenvolvimento e da ecdise, atraso no desenvolvimento, reducdo da fertilidade
e fecundidade e diversas outras alteracbes no comportamento e na fisiologia dos
insetos, que podem levar a um controle populacional ou mesmo a 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 limondide tetranortriterpeno C-
seco conhecido como azadiractina (FIGURA 1.4) A azadiractina € um
limondide que se concentra principalmente nos frutos, contudo, pode ser

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

0
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FIGURA 1.4 - Estrutura quimica da azadiractina.

Do ponto de vista pratico, 0 nim apresenta diversas caracteristicas que o
tornam muito promissor para 0 uso no controle de pragas: (i) a planta ndo
precisa ser destruida para se produzir os extratos e possui uma multiplicidade de
compostos, 0 que torna mais dificil aos insetos adquirirem resisténcia, (ii) a
concentracdo dos compostos ativos € alta, (iii) os compostos sdo parcialmente
solGveis em agua e sdo faceis de extrair e com baixo custo, (iv) pela sua forma
de acdo 0s compostos sdo mais toxicos as pragas que aos inimigos naturais, (V)
0s produtos sdo praticamente in6cuos ao ambiente e ao homem, (vi) sdo
totalmente biodegradaveis, com baixa persisténcia no ambiente, etc.
(CHARLETON et al., 2005).

Apesar das diversas caracteristicas favoraveis no uso do nim, sua
aplicacdo agricola ainda enfrenta algumas dificuldades tecnoldgicas que

precisam ser superadas. Os produtos tradicionais de nim comercializados hoje,
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ndo oferecem nenhuma protecdo aos compostos ativos. Estudos demonstraram
que a atividade atribuida a molécula da azadiractina presente no 6leo de nim
pode ser reduzida a quase 60% ap06s 4 h de exposicdo deste produto ao sol,
podendo chegar proximo a 50% em 15 h (MARTINEZ, 2002; FORSTER e
MOSER, 2000). Resultados obtidos no campo indicaram que o extrato da A.
indica aplicado sobre as culturas podem permanecer ativos por cerca de trés dias
apenas (BARREK et al., 2004). Mesmo quando os produtos comerciais de nim
sdo armazenados sob condicOes ideais, como ao abrigo da umidade, luz e
temperatura, o teor de azadiractina decai em funcédo do tempo. A FIGURA 1.5
ilustra uma curva de decaimento do teor de azadiractina, em um 6leo comercial
de nim, ao longo do periodo de 4 meses (FORIM, 2009). Neste estudo, ficou
evidente que o teor de azadiractina, inicialmente proximo aos 1400 ppm, reduziu
a aproximadamente zero em um produto armazenado. Esta degradacéo acelerada
praticamente inviabiliza o armazenamento do produto, gerando uma diversidade

de problemas técnicos para sua comercializacéo.
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FIGURA 1.5 - Curva de degradacdo de azadiractina em 0éleos de A. indica

(FORIM, 2009).

Referente a degradacdo fotoquimica que a azadiractina sofre quando
aplicada em campos de cultivo, em amostras de 0leo de nim submetidas ao
processo de envelhecimento acelerado por radiacdo UV se observou uma
degradacdo constante da azadiractina. Em um sistema fechado a velocidade de
degradacdo em amostras de Oleo/agua foi aproximadamente 108 vezes maior
que amostras de Oleo isento de &gua. Estes resultados demonstram a acéo
degradativa da umidade sobre o produto natural num mecanismo de hidrolise

catalisado por radiacdo ultravioleta.

Azadiractina + H,0 — Y. Pprodutos

Os problemas descritos anteriormente demonstram algumas

barreiras para o uso comercial de bioinseticidas formulados com o nim na
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agricultura organica, no que se referente a sua producdo e comercializagdo em
escala industrial. Primeiramente, hd a necessidade de pesquisa e
desenvolvimento de produtos estaveis independente de caracteristicas climaticas
locais, prolongando o tempo de acdo em campo possibilitando um controle
efetivo sobre os insetos pragas. Em segundo plano, ha a necessidade de se
formular o produto sem que ele perca suas caracteristicas de “amigo do meio
ambiente” e baixa toxicidade. Por ultimo, ha a necessidade de técnicas de
enriguecimento e controle de qualidade nos produtos a serem disponibilizados
no comércio assegurando a reprodutibilidade de sua eficacia inseticida

independente do lote ou periodo de aplicagéo.

1.6 - Insetos pragas

O método tradicional utilizado nos ultimos anos para o controle de pragas
tem sido através da utilizacdo de pesticidas quimicos e os impactos gerados da
aplicacdo desses pesticidas tem sido motivo de preocupacdo, pois seus efeitos
tém provocado varias mudangas no meio ambiente, como por exemplo,
resisténcia de pragas, morte dos inimigos naturais e doencgas aos produtos
aplicados (PIERZYNSKI et al., 1994). Além disso, tem se observado que a
eficicia de pesticidas quimicos esta diminuindo, esse fato esta ocorrendo devido
a adaptacdo das pragas a estes pesticidas, o que tem levado a um aumento

exponencial da quantidade de produto utilizado na pulverizacdo (XIE et al.,
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2014). Assim, hd uma grande busca em novos controles quimicos que nao gere

resisténcia das pragas e que nao cause mal ao meio ambiente.

1.6.1 — Spodoptera frugiperda

As espécies do género Spodoptera sdao amplamente distribuidas no mundo
e das 30 espécies descritas, metade é considerada praga de variadas culturas de
importancia econdmica. 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, € a principal praga da cultura do milho no Brasil e, nos
ultimos anos, vem aumentando de severidade em varias areas cultivadas. Entre
0s motivos apontados para esse aumento de importancia da praga, pode ser
citado o desequilibrio bioldgico, pela eliminacdo de seus inimigos naturais, e
também da exploracdo da cultura, que € cultivada em varias regides brasileiras,
em duas safras anuais (CRUZ e MONTEIRO, 2004; GIOLO et al., 2002).

Muitas sdo as pesquisas visando o controle deste inseto praga
(TOSCANQO 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 pg.kg'de dieta causaram 100% de mortalidade. Os
ensaios bioldgicos visaram verificar se a atividade inseticida ja conhecida do

nim sobre a S. frugiperda (FORIM et al., 2010a) se manteria apds o processo de
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encapsulacdo utilizando o polimero natural extraido do bagaco de cana-de-

acucar, a lignina.

1.6.2 - Diabrotica speciosa

A especie Diabrotica speciosa (GERMAR, 1824) (Coleoptera:
Chrysomelidae), é um inseto fitofago conhecido entre os agricultores como
“vaquinha”, “brasileirinho” ou “patriota”, que pode causar severos danos,
principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento das culturas (STUPP et
al., 2012; MARQUES et al., 1999). Na fase adulta, D. speciosa causa 0
desfolhamento das plantas e na fase larval (conhecida popularmente como larva
alfinete) danifica sementes e raizes de varias espécies de plantas cultivadas
(AVILA e PARRA, 2002). O consumo de raizes reduz a capacidade de a planta
absorver agua e nutrientes, tornando-a menos produtiva como também mais
suscetivel as doencas radiculares e ao tombamento, 0 que acarreta aumento de
perdas da producdo (MARQUES et al., 1999).

A aplicagdo de inseticidas organossintéticos tem sido o método de
controle predominante para a reducdo da populacdo das pragas, entretanto,
apesar da grande quantidade de produtos anualmente utilizada nas lavouras, o
nivel de reducdo das perdas ndo é satisfatorio (CARVALHO e FERREIRA,
1990). Pesquisas estdo sendo desenvolvidas em busca de controles quimicos e
bioldgicos contra a D. speciosa (EDUARDO et al., 2014; FALCO e SILVA-

FILHO, 2003).
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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 Goias até o Rio Grande do Sul (CASTIGLIONI e
VENDRAMIM, 1996; BOTELHO et al., 1999). Por atacar principalmente a soja
e dada a sua importancia econémica, 0s problemas ocasionados pelo ataque
dessa praga sdo consideraveis e importantes em vista dos prejuizos que causam a
producdo e a qualidade dos graos ou sementes (MAGRINI et al., 1999).

O controle da A. gemmatalis tem sido feito atraves do uso de grandes
quantidades de inseticidas e com isso tem se observado danos econdmicos e
também quanto a capacidade de recuperacdo da planta (MACHADO et al.,
1999). Diferentes genotipos de soja tém sido desenvolvidos em busca de
resisténcia contra a A. gemmatalis. Machado et al., (1999) testaram quatro tipos
de cultivares ja conhecidas, Emgopa 316, FT-Estrela, IAC 100 e IAC 17, e
verificaram entre os quatros genotipos, a IAC 100 apresentou evidéncias de
antibiose, pois essa cultivare aumentou o periodo 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 0 uso
de parasitdides (CANETE e FOERSTER, 2003) ou de entomopatégenos
(SAVIO, 2008; MOSCARDI e SOUZA, 2002). ZACHRISSON e PARRA
(1998), verficaram que para se obter o controle da A. gemmatalis, o parasitoide

da espécie Trichogramma minutum Riley, 1879 deveria ser liberdado em 130
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pontos/ha e com isso o0 ataque do parasitdide aos ovos da A. gemmatalis atingiria
um raio de agdo de 8 m equivalendo uma area de 77 m? (ZACHRISSON e

PARRA, 1998).

1.6.4 - Diatraea saccharalis

A Diatraea saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Crambidae), conhecida como
broca da cana-de-acUcar, € uma das mais importantes pragas da cana-de-agucar
no Brasil, e esta amplamente distribuida em todas as regides canavieiras do pais
(DINARDO-MIRANDA et al., 2011).

A D. saccharalis ocorre durante todo o desenvolvimento da cultura,
entretanto, sua incidéncia € menor quando a planta € jovem e ndo possui
entren6s formados (SANDOVAL e SENO, 2010). O ciclo completo do inseto
varia de 53 a 60 dias, dependendo das condi¢6es climéticas e eles podem ter ao
longo do ano de 4 a 5 geragdes (NAKANO et al., 2002).

Os prejuizos decorrentes do ataque sdo a perda de peso devido ao mau
desenvolvimento das plantas atacadas, secamento dos ponteiros, enraizamento
aereo, brotacdo lateral, morte de algumas plantas atacadas, quebra do colmo na
regido da galeria e reducdo da quantidade de caldo. Além desses, o principal
prejuizo é causado pela acdo de agentes patoldgicos, como o Fusarium
moniliforme e Colletotrichum falcatum, que penetram pelo orificio ou séo

arrastados juntamente com a lagartinha, ocasionando, respectivamente, a
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podriddo-de-fusarium e a podridao-vermelha, responsaveis pela inversao e perda
de sacaroseno colmo (SANDOVAL e SENO, 2010)

Atualmente, a principal tentativa de se controlar a D. saccharalis é uso do
controle bioldgico, que tem por intuito manter as espécies de pragas em niveis
aceitaveis através da introducdo de um predador natural, parasitdéide ou
microrganismo que lhe cause doenca ou morte (SANDOVAL e SENO, 2010).
Entretanto, tendo em vista ser a cana-de-agucar (principal cultura atacada pela
D. saccharalis) uma cultura de ciclo longo, permitindo o desenvolvimento de
varias geracOes de D. saccharalis considera-se necessaria a realizacdo de
liberagBes sucessivas, por periodos variaveis (BOTELHO et al., 1995), pois o
ciclo completo do inseto varia de 50 a 63 dias, dependendo das condicdes
climaticas (MENDONCA, 1996) e com isso, muitas vezes o controle ndo é

alcangado.
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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 organica, com teores
constantes e reprodutiveis do composto ativo azadiractina, através do uso de
técnicas de preparacdo de nano e microparticulas biopoliméricas de ligninas

derivadas do bagaco de cana-de-acUcar.

2.1 - Objetivos especificos

a. Desenvolver protocolos de extracdo de ligninas do bagago de cana-de-
acucar;

b. Promover a hidrélise quimica das ligninas reduzindo o tamanho das
cadeias biopoliméricas;

c. Caracterizar as ligninas extraidas e modificadas;

d. Preparar microparticulas em pd por Spray-Dryer, carregado com
extratos de nim, usando suspensdes coloidais de nano/micro capsuladas ou
apenas formuladas;

e. Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e morfologicas das nano
e/ou microparticulas nos sistemas coloidais de liberacdo controlada;

f. Desenvolver e validar técnicas analiticas de controle de qualidade do
nim através do uso da CLAE-UV e CLAE-EM/EM;

g. Avaliar a cinética de liberacdo da azadiracting;
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h. Investigar o rendimento do processo de formulacdo em escala de
bancada;

i. Estudar a estabilidade térmica e fotogquimica dos produtos de nim
formulados em suspensdes coloidais ou em pos;

J. Estudar a eficiéncia inseticida dos produtos nano/microencapsulados em
poé sobre as pragas agricolas lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda),
brasileirinha (Diabrotica speciosa), lagarta da cana-de-agucar (Diatraea

saccharalis) e lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis).
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3 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os equipamentos, reagentes e procedimentos adotados para a execugao do

trabalho estdo relacionados a seguir:

3.1 - Equipamentos

1. Autoclave vertical, Prismatec, modelo CS;

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

3. Reatores com tampa de rosca de aco 304 inoxidavel, volume de 195cm?®
(5,0%4,0x15,5cm), contendo anel de vedacao de politetrafluoroetileno (PTFE);
4. Agitador de tubos do tipo vortex da Phoenix AP56;

5. Balancas analitica, semi-analitica e térmica, Bel Engineering;

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

7. Purificador de agua 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. Centrifuga Eppendorf, modelo 5810;

14. Mini Spray Dryer, Biichi Labortechnik AG, B-290;
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15. Cromatografo a liquido Agilent Technologies série 1200 modulado com um
degaseificador G1322A, bomba quaterndria G1311A, auto-injetor ALS
G1329A, forno da coluna G1316A e detector UV-Vis G1314B,;

16. Espectrofotdmetro Bomem MB-102 Fourier Transform Infrared;

17. Ressonancia magnética nuclear, Briker DRX 400MHz (9,4 T) usando TMS
como padrao interno;

18. lonizacgéo e dessorcdo a laser assistida por matriz, MALDI-TOF MS Briiker
Autoflex Speed, equipado com Laser Smartbeam, Nd:YAG modified;

19. Termobalanca Shimadzu TGA-50;

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

21. Microscopio eletrénico de varredura marca Philips XL-30 FEG;

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

3.2—Materiais utilizados

Os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram acetonitrila,
metanol, dimetilfoxido (DMSO) e acetona todo grau HPLC, da marca J.T.
Baker; hexano e etanol grau P.A. Agua destilada e deionizada em sistema de
purificacdo Milli-Q. Peroxido de hidrogénio 30%, DMSO-ds (Cambridge
Isotope Laboratories, Inc);

- Acido cloridrico (HCI), hidréxido de sodio (NaOH), hidroxido de anémio

(NH4OH), piridina e anidrido acético;
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- Padrdo de azadiractina fornecido pelo Grupo de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da UFSCar;

- Monoleato de polioxietilenosorbitano (Tween®80);

- Etilenodiaminotetraacetato de célcio e dissodico (EDTA);

- Tinogard TL®, Styleze® e silicone;

- Seringa descartavel,

- Filtro com membrana de PVDF com 0,22um e 0,15mm de diametro;

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

derivatizada com grupos cianopropil.

3.3 - Extracao das ligninas

Para a extracdo das ligninas foram utilizadas amostras de bagaco de cana-
de-acUcar (Saccharum officinarum), provenientes de coleta no municipio de
Catanduva-SP. O bagaco de cana-de-agucar foi coletado na forma moida.
Posteriormente, 0 mesmo foi seco em estufa a 40°C por 4 dias e armazenado em
recipiente plastico, para manter o teor de umidade constante e evitar a acdo de
fungos. Na sequéncia o bagaco foi submetido a dois processos distintos de
extracdo, o primeiro por polpacao pelo processo formacell (BENAR et al., 1996)

e 0 segundo, polpacéo pelo processo alcalino (MAZIERO et al., 2012).



34

3.3.1 - Teor de umidade

O teor de umidade do bagaco de cana-de-aclcar foi determinado em
balanca térmica (Bel Engineering) a partir de 1,0 g de material. O material é
inserido em um suporte de aluminio que recebe calor proveniente da irradiacdo
do forno de aquecimento. A massa final representa a perda de umidade presente

no material analisado.

3.3.2 - Polpacéo pelo Processo Formacell

O bagaco da cana-de-acucar (10,0 g) sofreu polpacdo em autoclave. O
processo de polpacao foi realizado com algumas adaptacdes de BENAR et al.
(1996). O procedimento se baseia na mistura de acido acético/acido
férmico/agua 75:10:15 (m/m/m) com relacéo solvente/bagaco 7:1 (m/m), com o
periodo de cozimento em autoclave (Prismatec, modelo CS) de 2 ha 120 + 2°C.
Apds um periodo de cozimento, a polpa foi removida da autoclave, filtrada em
funil de Buchner com uma fina tela de néailon (100,0 pm) e lavada
exaustivamente com &cido acético 85% (m/v) a 75 £+ 5°C, até que o licor de
lavagem ndo mais apresentasse coloragao escura. Em seguida, a polpa foi lavada
exaustivamente com agua a 80°C, filtrada em funil de Buchner, seca sob vacuo e
armazenada.

O licor em acido acetico foi concentrado em evaporador rotativo (Buchi,
R-215) a 40 £ 2°C sob pressao reduzida, até que cerca de 90% do solvente fosse

evaporado. O licor concentrado foi entdo gotejado em agua a 80°C (quantidade
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correspondente a aproximadamente 20 vezes o volume do licor) sob agitacéo,
para precipitacdo da lignina e dissolucdo de polioses residuais.

A lignina precipitada foi filtrada em papel de filtro, sob vacuo e lavada
exaustivamente com agua a 60 °C, até que o pH da agua 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 - Polpacéo alcalina

Para o processo de polpacdo alcalina, foram utilizados 20,0 g de bagaco
de cana-de-acucar. Preparou-se uma solucdo de 200,0 mL de &gua com 2,0 g de
NaOH (0,25 mol.L?). A solucdo foi inserida ao bagaco e submetida a extragéo
em autoclave por 1 h a temperatura de 120°C. Apo0s este periodo, a polpa foi
removida da autoclave e filtrada em funil de Buchner com uma fina tela de
nailon (100,0 um). O pH do licor preto foi determinado através de um pHmetro
(Metrohm, modelo 827) utilizando um eletrodo (Unitrode Pt1000). Em seguida
0 pH foi reduzido para um valor de 5,5, através da adicdo de HCI 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 x 60,0 mL) de etanol
95%, permanecendo em repouso por 12 h para a precipitacdo da hemicelulose. O
precipitado obtido foi filtrado a vacuo em papel de filtro e lavado com etanol
70% (v/v) até a coloracdo se tornar um bege claro. O volume da solucéo

resultante foi reduzido para a eliminacdo total do etanol e posteriormente o pH
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foi ajustado para 1,5 para a precipitacdo da lignina. A lignina foi separada por
filtracdo a vacuo. O solido lavado com uma solucéo aquosa de HCI (0,01 mol.L-
1) e seca em estufa a 60 + 2 °C por 4 dias, denominada Lig 2.

Em um procedimento posterior, utilizou-se uma percentagem maior de
NaOH, visando a comparacdo de rendimento de extragcdo da lignina. A solucéo
alcalina utilizada para o processo de polpacdo foi preparada com 200,0 mL de
agua e 4,0 g de NaOH (0,5 mol.L?) para extracéo de 20,0 g de bagaco. Todos 0s
demais procedimentos até chegar a lignina seca foram as mesmas citadas acima.
A lignina obtida foi denominada Lig 3.

Em um terceiro procedimento por polpacdo alcalina, foi utilizada a
concentracdo de 0,5 mol.L* da solugéo alcalina para extrair 20,0 g de bagaco.
Nesse procedimento, a hemicelulose ndo foi precipitada e apds o bagaco sofrer a
polpacédo na autoclave, a mesma foi filtrada em funil de Buchner com uma fina
tela de nailon (100,0 um). O licor preto foi acidificado com HCI concentrado
(7,0 mL) até pH 1,5, precipitando a lignina. A lignina foi separada por
centrifugacdo a 9000 rpm por 10 min e o solido foi lavado com uma solucéo
aquosa de HCI (0,01 mol.L?), seca em estufa a 60 + 2°C por 4 dias e

denominada Lig 4.
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3.3.3.1 - Polpacédo alcalina do bagaco em reator com banho de
glicerina

A extracgdo utilizando reatores com tampa de rosca de ago 304 inoxidavel
e volume de 195 cm?® foi realizada no departamento de Fisico Quimica da
Universidade de Sdo Paulos — USP/Sdo Carlos, sob a superviséo do professor
Dr. Antonio Aprigio da Silva Curvelo. Nesse processo de extracdo, o bagaco da
cana-de-acUcar foi submetido a diferentes temperaturas utilizando uma solugéo
de NaOH 0,5 mol.L. Foram utilizados 10,0 g de bagaco e submetidas a
extracdo 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 periodo de 1 h. Apds este periodo, a polpa foi removida do reator,
filtrada em funil de Buchner com uma fina tela de néailon (100,0 um) 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 HCI concentrado
(6,0, 7,0, e 9,0 mL, respectivamente) até pH 1,5, precipitando a lignina. A
lignina foi separada por centrifugacdo a 9000 rpm por 10 min. O sélido foi
separado do sobrenadante, lavado com uma solugdo de HCI 0,01 mol.L ! 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 - Oxidacao das ligninas

Ligninas extraidas pelo processo de polpacdo formacell e alcalino foram
submetidas ao processo de oxidacdo utilizando a metodologia de oxidacgéo
descrita por Maziero e colaboradores (2012). Os licores pretos (200,0 mL)
obtidos pelos processos de polpacao formacell e alcalino foram transferidos para
balbes de vidro de fundo redondo (1,0 L), os quais se adicionou 9% (v/v) de
H,0, e colocou-se em refluxo por 2 h a 98°C em banho de glicerina.

Apobs este periodo, o liquido de uma coloragdo marrom claro foi
submetido ao processo de precipitacdo da hemicelulose e posteriormente a
obtencédo da lignina seguindo 0 mesmo procedimento de obtencao pelo processo
alcalino (citado no item 3.3.3).

Para o processo de oxidacdo, foi necessario elevar o pH do licor preto
obtido do processo formacell, pois 0 mesmo encontrava-se em meio &cido e o
procedimento de oxidacdo requeria um pH basico. O pH foi elevado com
solugdo concentrada de NaOH 4,0 mol.L™ para se igualar ao pH do licor preto
do processo alcalino (pH 12,6). Foi testada a oxidacao da lignina com diferentes
volumes de oxidante, sendo 12, 14, 16 e 18% (v/v) de H,O, os volumes

escolhidos.

3.3.5 - Acetilacdo das ligninas

Para a reacdo de acetilacéo 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 agitacdo magnética a 28°C e meio reacional inerte.
Apbs 48 h, o baldo 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 solucédo foi
transferida para um funil de separacdo e lavada com HCI 2,0 mol.L?! até
eliminagdo total da piridina. Posteriormente, a solucéo foi lavada com 10,0 mL

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

3.4 - Caracterizacao estrutural da lignina

Diversos métodos espectroscopicos, espectrométricos e gravimétricos
foram empregados com o proposito de caracterizar as ligninas extraidas do

bagaco da cana-de-actcar. Os métodos utilizados estdo apresentados a seguir.

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

As ligninas extraidas, oxidadas e acetiladas foram analisadas utilizando
um espectrofotbmetro 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 regido

entre 400 e 4000 cm™.

3.4.2. Analise por microscopia eletrénica por varredura (MEV)

As andlises por MEV das ligninas foram realizadas no Laboratorio de

Caracterizagdo Estrutural Dema/UFSCar, utilizando-se um microscopio
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eletrénico de varredura Philips XL-30 FEG. As amostras foram previamente
secas sobre suportes metalicos de aluminio e posteriormente, recobertas com
uma fina camada de ouro. Sua morfologia foi examinada a 5 kV com ampliacdes

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 ionizac¢do por dessorcédo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF)
em um equipamento da Briker Autoflex Speed, equipado com Laser Smartbeam,
Nd:YAG modified, ionizagdo em modo negativo, varredura de 200 scan,
freqliéncia de 500 Hz e analise no modo linear. As matrizes utilizadas foram o
DHB (acido 2,5-diidroxibenzbico) e o acido sinapinico, dissolvidos em
acetonitrila: agua ultrapura (Milli-Q, 0,1 % THF) 1:1 (v/v) na concentracdo de
20,0 mg.mL*. As amostras foram solubilizadas em uma solucédo de 5 % de
DMSO com a concentragdo de 0,3 % (m/v) e misturadas na razdo 1:1 com as

respectivas matrizes.

3.4.4 - Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H)
foram adquiridos num equipamento Bruker Avance Il Ultrashield Plus

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

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

3.4.5 - Analise termogravimétrica (TGA)

As andlises 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.mint. Foi utilizado fluxo de N, para purga da amostra e para a prote¢do
(fluxo que passa pela balanca) de 90,0 e 10,0 mL.min, respectivamente. Foram
utilizadas 10,0 mg de cada amostra, as quais foram preparadas em um suporte de
platina (diametro 6,0 x 2,5 mm) e analisadas em atmosfera dindmica de
nitrogénio com uma vazao de 50,0 mL.min™,

Através do uso dessa técnica, foi investigando o mecanismo fundamental
de degradacdo térmica das ligninas obtidas por diferentes processos quimicos.

(WElI et al., 2009)

3.5 - Preparo e analise de extratos de Azadirachta indica

O extrato bruto de nim e suas fragbes resultantes da particdo liquido-
liqguido 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 organico. As sementes foram fornecidas pela empresa Baraina Com.
Ind. Ltda. Inicialmente, as sementes foram secas em estufa de ar circulante a
40°C (Tecnal, TE 394/3) por um periodo de 96 h e moidas um moinho Tecnal
TE 631/2. A maceracdo foi realizada primeiramente com n-hexano por 4
semanas, sendo filtrado o solvente da semente moida de 3 em 3 dias.
Posteriormente, a maceracdo foi promovida com etanol P.A. O n-hexano foi
empregado para a remocdo do Gleo vegetal e outros componentes apolares.
Posteriormente, o etanol foi empregado para extracdo dos principais limonoides
da espécie vegetal como, por exemplo, a azadiractina. Apos filtracdo, o solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida, obtendo-se 88,0 g de extrato bruto
alcoolico.

Com o propdsito de se obter um extrato com maiores teores de
azadiractina, o extrato alcoolico (76,0 g), foi submetido a processos de extracao
liquido-liquido, sendo o extrato solubilizado em 400,0 mL de agua: metanol
(3:1), submetidos a extracdo com n-hexano (6 x 200,0 mL) e acetato de etila (6
x 200,0 mL). Sendo obtidas as frages 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 analise quantitativa por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As fracOes obtidas foram submetidas & SPE para a eliminacdo 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 deixa-lo secar. Dissolveu-se 25,0 mg
de cada amostra em 500,0 pL de n-hexano, aplicando-o ao cartucho. O tubo que
continha a amostra, foi lavada com mais 500,0 pL de n-hexano, o qual também
foi aplicado ao cartucho. Apos aplicar a amostra no cartucho, elui-se o cartucho
completamente retirando os interferentes mais apolares (lavagem). Apos a
lavagem do cartucho com n-hexano, lavou-se o tubo da amostra com outros
500,0 uL de MeOH o qual foi transferido para o cartucho. Elui-se o cartucho
com o MeOH sendo, em seguida, novamente eluido com mais 500,0 pL de
MeOH. O MeOH foi usado para a remocdo dos analitos de interesse do
cartucho. Foi usada a caAmara a vacuo (Manifold-Varian) acoplada a uma bomba
de véacuo, trabalhando a uma pressdo préxima a 70 mmHg onde os cartuchos
eram embutidos e o fluxo de lavagem e eluicdo mantidos constantes. As fracoes
metandlicas foram secas em Speed Vac Labconco (Bomba de vacuo, Centrifuga,
e “Cold Trap”) a 48°C durante 60 min sendo, entdo, reconstituidas em 1,0 mL de
MeOH.

Estando as amostras prontas, foram analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatégrafo Agilent 1200 Series

(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) configurado com degaseificador
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G1322A, bomba quaternaria G1311A, autoinjetor G1329A, forno de coluna
G1316A e detector de ultravioleta G1314B. Foi utilizada uma coluna de fase
reversa Rexchrom ODS (100,0 x 4,6 mm, 3,0 um) Regis Technologies,
acoplada a uma coluna de seguranca C18 (Phemonemex® 4,0 x 3,0 mm).

As andlises cromatograficas foram realizadas no modo isocratico. A fase
movel consistiu de uma mistura de agua: acetonitrila (35:65, v/v) com uma
vazdo de 0,5 mL.min* e tempo de eluicdo de 12 min. A temperatura da coluna
mantida em 30 °C e o volume de injecdo de 10,0 pL e comprimento de onda de
deteccédo fixo de 217 nm (Amax absorcdo). O controle do equipamento CLAE,
aquisicdo e processamento dos dados foram realizados pelo software Agilent

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

3.5.3 - Quantificacdo da azadiractina presente nas fracbes por

CLAE-UV

Para a quantificacdo da azadiractina foi preparado uma solucéo estoque,
onde 10,0 mg do padrdo de azadiractina foi precisamente pesada e transferida
para um baldo volumétrico de 10,0 mL. O padrdo foi solubilizado em MeOH
(J.T. Baker, grau CLAE) e armazenado a -5°C. A solugédo estoque preparada
apresentou concentracdo nominal de 1 mg.mL™.

A partir da solucdo padrdo foram preparadas solugdes para a construcao

da curva de calibracdo externa. As solucbes padrdo de calibracdo foram
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preparadas nas seguintes concentracdes: 2,0, 5,0, 10,0, 20,0, 40,0, 60,0, 80,0 e
100,0 pg.mL™,

A curva de calibracdo foi obtida através da regressdo linear, considerando
a area das bandas cromatogréficas relativas a concentracdo dos analitos. A
linearidade foi obtida atraves do valor do coeficiente de correlacdo.

As solugdes padrdo de calibracdo foram preparadas em triplicata e

analisadas seguindo as mesmas condi¢des cromatograficas citadas no item 3.5.2.

3.6 - Preparo das microparticulas carregadas com extratos de nim

Extratos de nim foram submetidos a processos de formulagéo utilizando
0,3 g das fracOes acetato de etila obtidas pelo fracionamento do extrato bruto
etandlico do nim, 0,67 g de Tween® 80, 3,5 g de 6leo de nim comercial,
fornecido pela Barauna Com. Ind. Ltda., 2,0 g de aerosil e 70,0 mL de &gua. A
disperséo foi homogeneizada por Ultra-Turrax® (IKA T10) até formacdo de uma
emulsdo. Posteriormente, foram adicionados 1,5 g da lignina micronizada e

novamente homogeneizado (FIGURA 3.1).

me ag.au

Extrato vegetal qulsao
de Nim Adigio do
-l biopolimero
— ngnlm
Oleo comercial
de Nim |:>

le-nso ativo Aguﬂ M|III-Q®
Tween

:> Microparticulas

em po

FIGURA 3.1 — Esquema desenvolvido para a preparacdo das microparticulas em

po de nim.
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As suspensdes coloidais de microparticulas foram secas em um Spray-
Dryer (Blchi B-290, Biichi Labortechnik AG, Postfach, Switzerland). O Spray-
Dryer foi operado no modo contra-corrente equipado com duas agulhas de
fluidos. Uma agulha atomizadora com orificio de 0,7 mm foi utilizada
juntamente com ar comprimido como gas atomizador. Os parametros
operacionais aplicados encontram-se descritos na TABELA 3.1. O volume da
suspensdo coloidal permite determinar a quantidade de massa dos materiais da

formulacéo presente.

TABELA 3.1 - Parametros de operacdo do Spray-Dryer.

Parametros Nivel
Taxa de alimentacéao 0,75 mL.min"!
Vazdo do ar atomizador 530 L.h?
Capacidade do aspirador 90% (~ 38 m.h?)
Temperatura de entrada 120°C + 4°C
Temperatura de saida * 75 £5°C

* Temperatura de saida medida entre a camara de secagem e o ciclone de coleta da amostra.

3.6.1 - Preparo das microparticulas carregadas com extratos de

nim e aditivos

Com o proposito de se obter formulacBGes resistentes a processos de
degradacdo fotoquimica, em algumas formulacdes foram adicionados aditivos
para melhorar a estabilidade térmica e fotoquimica. Assim, foi avaliado o uso de

alguns aditivos como, por exemplo, sequestrante de ions, térmico e/ou
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ultravioleta, juntamente com as ligninas. O biopolimero lignina denominada
como Lig 3 foi selecionado para a adicdo de protetores térmicos (Silicone e
Styleze®), estabilizador de radiacito UVA/UVB (Tinogard TL®) e um
sequestrante de ions (EDTA), no intuito de verificar maior protecdo da
azadiractina dentro das formulagdes. Foi adicionada a massa de 0,08 g (1% -
m/m) de cada protetor testado. O procedimento de preparo das microparticulas
foi executado como descrito no item anterior 3.6. Os protetores foram
adicionados juntamente com o dleo de nim, extrato vegetal e tensoativo Tween®
e posterior dispersdo por homogeneizagdo por Ultra-Turrax®. As denominagdes

das formulacGes podem ser visualizadas na TABELA 3.2.

TABELA 3.2- Denominag0es das formulagdes utilizando a Lig 3 e os aditivos

de protecdo para a preparacdo de formulacbes em po da fracdo acetato de etila

de nim.
Aditivos Denominacao da formulagéo
Lig 3 - Silicone Lig 3Si
Lig 3 - Styleze Lig 3S
Lig 3 - Tinogard Lig 3T
Lig 3 — Tinogard+Styleze Lig 3TS
Lig3—-EDTA Lig 3E

3.6.2 - Degradacdo fotoquimica assistida das formulacdes e do

extrato bruto etanolico de nim

Os estudos de degradacdo fotoquimica da azadiractina quando exposta a

radiacOes ultravioletas foi realizado numa camara construida com conjunto de
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lampadas especiais que simulam a radiacdo no espectro do UV-A e UV-B com
comprimentos de onda entre 380-320 e 320-280 nm, respectivamente. A camara
foi toda revestida com espelhos para maior aproveitamento da radiacdo. Os
espelhos apresentam uma superficie altamente refletora com perdas minimas de
luminosidade. O sistema foi mantido com temperatura controlada a 30 + 2°C por
um sistema de circulacéo de ar termostatizado.

A camara de degradacdo fotoquimica (FIGURA 3.2) foi construida em
uma caixa em formica, sendo que na parte superior abriga uma luminaria para
quatro lampadas fluorescentes Philips- 450 mm, 15 W (380-280 nm) cada. A
luminaria também era revestida por um material espelhado que ndo absorve
radiacdo. Cada lampada possui um reator bi-volt e sistema de acionamento
individual com chave liga/desliga. A parte inferior da parte interna na caixa
possui uma area de 250 mm de altura para condicionamento das amostras. Na
lateral direita possui uma grade perfurada de 300 x 150 mm e na lateral esquerda
dois mini-ventiladores “coolers” que quando acionados permite a passagem de
ar pelo sistema possibilitando sua refrigeracdo (FIGURA 3.2).

Um termostato monitorou a temperatura interna controlando o
acionamento automatico dos mini-ventiladores. A parte frontal possui uma porta
para movimentacdo das amostras, o termostato e os botdes de acionamento das

lampadas.



49

FIGURA 3.2 - Camara de envelhecimento acelerado por luz ultravioleta.

Todas as formulacdes e o0 extrato bruto etanolico de nim foram submetidas
a degradacdo acelerada. As formulacdes e o extrato bruto etandlico de nim
foram dispostos em placas de Petri. Dois controles foram empregados nestes
experimentos sendo: (1) controle negativo, uma placa contendo o extrato
etanolico de nim protegida com papel aluminio, submetendo o extrato as
mesmas condicGes térmicas, porém, protegido da radiacdo UV e, outro (2)
contendo apenas o extrato ndo formulado (controle positivo). Cada experimento
foi realizado com 3 replicatas.

As formulagfes contendo os aditivos de protecdo foram submetidas a
degradacdo acelerada. As formulagdes contendo 1% (m/m) dos protetores
térmicos, o protetor UVA/UVB e o0 EDTA (TABELA 3.3) foram dispostos em

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

negativo.

Extrato bruto Denominacao
Exposto a radiacdo ExB
Protegido da radiacao ExB cont
Exposto a radiacéo - Silicone ExSi
Exposto a radiacéo - Styleze ExS
Exposto a radiacdo - Tinogard ExT
Exposto a radia¢do — Tinogard+Styleze EXTS

Os experimentos foram conduzidos expondo as amostras (250,0 mg) a
radiacdo fotodindmica durante 6 dias. Aliquotas de 25,0 mg foram
periodicamente retiradas nos tempos pre-definidos de 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e
120 h para controle da degradacao.

As amostras das formulacbes ap0s a exposicdo a degradacdo foram
tratadas para a recuperacdo da azadiractina e posterior analise cromatogréafica
por CLAE-UV. As formulagdes foram tratadas e analisadas seguindo os
seguintes procedimentos: 25,0 mg da amostra foi extraida com 0,5 mL de
MeOH em vortax por 1 min, mantido em repouso por 60 min, em seguida,
centrifugado a 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 solucdo resultante foi filtrado e analisada por cromatografia liquida de

alta eficiéncia do produto oriundo da extracdo dos compostos presentes nas
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formulagdes, principalmente a azadiractina, foram executados conforme descrito
na secao 3.5.2.

As amostras do extrato bruto etanolico foram submetidas a extracdo por
SPE conforme descrito na secdo 3.5.2 e posteriormente ressuspendidas em 1,0
mL de MeOH e analisadas por CLAE seguindo a metodologia descrita na se¢éao
3.5.2. O padréo de referéncia para o acompanhamento da degradacdo foi o

composto azadiractina presente nas amostras.

3.6.3 - Degradacéao assistida por temperatura das formulacdes e

da fracao acetato de etila de nim

Todas as formulacdes e a fracdo acetato de etila de nim foram submetidas
a degradacdo 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 etanolico de nim foi protegida com papel
aluminio e mantida a temperatura de -5°C. As amostras foram expostas a
temperatura de 60 °C durante 24 h. Aliquotas 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 degradacdo.Posteriormente, as amostras submetidas a analises
quantitativas por CLAE, sendo preparadas e analisadas conforme descrito
previamente na sec¢do 3.5.2. Novamente, o0 composto de referéncia utilizado foi a

azadiractina. Os ensaios foram realizados em 3 replicatas.
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3.7 - Ensaios biologicos com insetos pragas

Com o proposito de avaliar a eficiéncia dos extratos e fracdes de A. indica
nano e microencapsulado, diversos ensaios biologicos foram realizados. As
especies alvo escolhidas foram a Spodoptera frugiperda (Lagarta do cartucho),
Diabrotica speciosa (Vaquinha), Diatraea saccharalis (Broca da cana-de-

acucar) e Anticarsia gemmatalis (Lagarta da soja).

3.7.1 - Ensaio com a Spodoptera frugiperda

Os ensaios biologicos com a S. frugiperda foram desenvolvidos no
Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar), Campus de Sdo Carlos — SP, a temperatura de
25 + 1°C, umidade relativa de 70 + 5% e fotofase de 12 h, coordenados pela
Profa. Dra. Andréia Pereira Matos. Para a realizacdo dos ensaios foi utilizada
uma dieta artificial desenvolvida por KASTEN et al., (1978), sendo preparada
utilizando agua destilada (600,0 mL), agar (10,3 g), extrato de levedura (25,3 g),
gérmen de trigo (39,6 g), acido sérbico (0,8 g), acido ascérbico (2,6 g),
formaldeido 40% (6,3 mL) tetraciclina (50,0 mL), nipagin (1,1 g) e feijao
carioquinha cozido (82,5 g).

A dieta artificial recebeu os extratos de nim ou os produtos formulados,
quando esta atingiu uma temperatura de 50°C, sendo devidamente
homogeneizado (MATOS et al.,, 2006; MATOS et al.,, 2009). Em cada

tratamento, foi incorporado uma quantidade de produto formulado a dieta
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artificial para S. frugiperda, na propor¢ao de 30,0 mg para cada 300,0 g de dieta
(100,0 mg.Kg™), que corresponde a massa de 3,0 g de azadiractina, substancia
utilizada para monitoramento entre a atividade dos extratos formulados e néo
formulados. O extrato de nim nao formulado foi analisado para comparagdo com
os extratos formulados com os diferentes tipos de lignina. Além das dietas
correspondentes a cada formulacdo, 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 x
2,5 cm), previamente esterilizados em estufa a 170°C, por 1 h, e em seguida
tampados com algod&o hidrofugo. Apoés inserir a dieta, os tubos foram mantidos
em temperatura controlada de 25°C por 24 h, para eliminacdo do excesso de
umidade. A seguir, foi feita a inoculagdo das lagartas recém-eclodidas de S.
frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo. Foram utilizadas trinta lagartas
para cada tratamento. Durante o periodo de anélise, os tubos inoculados foram
mantidos em estufa com fotoperiodo (Eletrolab, 122FC) a 25°C.

As pupas obtidas foram pesadas um dia ap6s a pupacdo, e transferidas
para copos plasticos de 50,0 mL, onde permaneceram até a emergéncia dos
adultos. Os paréametros avaliados neste experimento foram duracdo das fases
larval e pupal, massa das pupas e percentagem de insetos mortos (mortalidade)
ao final de cada fase. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). A comparacdo entre medias dos tratamentos foi feita atraves do

Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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3.7.2 - Ensaios com a Diabrotica speciosa

Os ensaios com a D. especiosa foram desenvolvidos no Laboratorio de
Resisténcia de Plantas a Insetos, localizado no Departamento de Fitossanidade
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal - SP, a temperatura de 25 +
2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 12 h, coordenados pelo
Professor Dr. Arlindo Leal Boica Junior.

As formulagdes foram avaliadas com a finalidade de investigar o efeito do
extrato de nim formulado com os biopolimeros ligninas e o extrato ndo
formulado sobre larvas de D. speciosa. Dois tratamentos controles foram
realizados com o propdsito de comparacdo com as amostras de extrato de nim
formulado e ndo formulado. Os tratamentos controles foram (1) experimento
isento de adicdo de quaisquer produtos (testemunha) e (2) fipronil aplicado na
dosagem comercial de 80 g.ha?, diluidos em 250,0 L. Para a realizacdo do
experimento, foram utilizados recipientes plasticos de 100,0 mL no qual foram
acondicionados 25,0 g de solo, previamente peneirado e esterilizado em estufa a
110°C, por 48 h. Em cada recipiente foram adicionados a formulacdo em pd 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, apos a emergéncia 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 Raizen. Os insetos foram
criados em dieta artificial no laboratorio de entomologia da Usina Bonfim e
fornecidos com aproximadamente 0,5 cm de comprimento e no 2° instar. Com o
propésito de avaliar a eficiéncia das formulagcbes com nim, dois diferentes
experimentos foram realizados com a D. saccharalis. Um experimento foi
conduzido pela alimentacdo por dieta artificial e o segundo por alimentacdo por
rizomas de cana-de-acuUcar.

Foi utilizada a dieta artificial desenvolvida por Hensley e Hammond
(1968), com algumas modificacGes. A dieta foi preparada misturando-se acido
ascorbico (4,0 g), acucar (270,0 g), complexo vitaminico (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), solucao vitaminica (40,0
mL), formaldeido 37% (10,0 mL), agar (70,0 g), acido acético (50,0 mL), 4gua
deionizada (4,0 L).

Os demais passos realizados ap0s a preparacdo da dieta equivalem aos
executados para o0 ensaio com a S. frugiperda.

O segundo experimento (FIGURA 3.3) com lagartas de 2° instar foi
conduzido em potes plasticos de 200,0 mL, utilizando como dieta pedacos de
cana-de-actcar (10,0 x 3,0 cm) pulverizados com as formulacbes em

investigacdo ou o extrato bruto de nim. Em cada pote foi utilizado um pedaco de
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cana-de-acUcar e 5 lagartas de 2° instar de D. saccharalis. Cada tratamento foi
realizado em quintuplicata, totalizando 30 insetos por experimento. Para o
controle foi disposta a cana-de-agclcar como alimento sem a presenca de

qualquer tipo de produto. Os experimentos foram avaliados diariamente.

FIGURA 3.5 - Processo de preparacdo dos ensaios bioldégicos com D.
saccharalis: a) pedacos de cana-de-aclcar com larvas; b) pedacos de cana-de-

acucar envolvidos com as formulacg6es; c) e d) monitoramento dos tratamentos.

3.7.4 - Ensaio com a Anticarsia gemmatalis

Os ensaios foram realizados do Laboratorio de Entomologia Agricola da
Faculdade de Ciéncias Agréarias da Universidade Oeste Paulista — Presidente
Prudente/SP, a temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 60 = 10% e
fotofase de 12 h, coordenados pela Profa. Dra Vania Maria Ramos. As lagartas

de A. gemmatalis foram criadas no laboratorio utilizando-se dieta artificial. A
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dieta artificial (GREENE et al., 1976) foi preparada utilizando &gua destilada
(3,4 L), feijdo carioquinha (250,0 g), proteina de soja (100,0 g), levedo de
cerveja (125,0 g), gérmen de trigo (200,0 g), caseina (75,0 g), complexo
vitaminico (20,0 g), acido sérbico (6,0 g), &cido ascérbico (12,0 g), formaldeido
40% (12,0 mL), nipagin (10,0 mL) e &gar (46,0 mL).

As amostras foram inseridas na dieta, quando a mesma alcangou a
temperatura de 50°C e a dieta foi vertida em placas de gerbox, apds esfriar
completamente, a dieta foi dividida em pedacos de 2,0 x 2,0 cm. A dieta
pedacos foi utilizada para alimentar as lagartas durante o ensaio. Foram
utilizados 30 potes de plasticos para cada tratamento, sendo que em cada pote
foi colocado um pedaco de dieta e uma lagarta. O experimento foi analisado
diariamente durante 15 dias para 0 acompanhamento da mortalidade das lagartas

(FIGURA 3.4).
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FIGURA 3.4 - Processo de preparacdo dos ensaios biologicos com A.
gemmatalis: a) preparagdo da dieta artificial; b) preparacdo dos potes com
pedacos de 2,0 x 2,0 de deita (10,0 g); c) inoculagdo da larva; d) monitoramento

dos tratamentos.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Bagaco de cana-de-acgucar e as ligninas

Este trabalho visou promover a deslignificacdo do bagaco de cana-de-
acucar e como o proprio nome indica, a deslignificacdo é o processo que visa a
remocdo da lignina, através da solubilizacdo dos fragmentos produzidos pelo
rompimento de ligaces quimicas da protolignina (lignina "in situ").

A extracdo da lignina do bagaco de cana-de-acucar foi promovida
utilizando o processo de polpacdo formacell e alcalino (RUZENE, 2005). Essas
duas modalidades estdo compreendidas dentro de uma tecnologia alternativa de
deslignificacdo, o processo organosolv que utiliza solvente organico/agua como
agente deslignificante, sob catalise acida ou béasica (SARKANEN, 1990).
Devido ao alto custo e a poluicdo ambiental causada pelos processos quimicos
convencionais de polpacdo como processos kraft e sulfito, o processo
organosolv de polpacdo tem sido foco de interesse desde a década de 30
(SARKANEN, 1990). O processo organosolv possibilita o uso integral dos
componentes dos materiais lignoceluldsicos como insumos quimicos e apresenta
vantagens quanto ao baixo capital de investimento, a possibilidade de instalacdo
de plantas para a producdo em pequena escala (MCDONOUGH, 1993),
facilidade para recuperacdo de polioses e principalmente, as ligninas que se

apresentam menos degradadas (CURVELO et al., 1994).
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No processo de polpacdo formacell, o agente de deslignificacdo € uma
mistura de acidos e agua (&cido acético/acido formico/agua 75:10:15). Esse
processo é conhecido por apresentar uma lignina mais pura, pois durante o
processo de precipitacdo da lignina, os carboidratos ndo sdo precipitados
(BENAR, 1996)

Na polpacdo pelo processo alcalino, o agente de desliginificacdo é o
NaOH. Inicialmente, se promove a extracdo das ligninas em conjunto com a
hemicelulose. Posteriormente, se utiliza o alcool etilico para promover a
precipitacdo da hemicelulose mantendo a lignina em solugdo. A hemicelulose,
também chamada de poliose, é composta por diferentes unidades de agucares
formando cadeias ramificadas, assim, ela apresenta alta solubilidade em solucéo
alcalina e sofre o processo de precipitacdo em excesso de alcool etilico.

O desenvolvimento de diferentes métodos de extracédo e polpacéo alcalina
foi realizado com o proposito de avaliar o rendimento de lignina obtido em cada
processo, 0 que impacta em custos e, a0 mesmo tempo, investiga o tipo de
lignina extraida. 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 formulacgoes
bem como gerar produtos formulados com diferentes propriedades como, por
exemplo, eficiéncia de encapsulamento, estabilidade, cinética de liberacdo em

campo e atividade biologica.
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4.1.1 - Extracao das ligninas

O bagaco de cana-de-acUcar (Saccharum officinarum), proveniente de
coleta no municipio de Catanduva-SP, ja moido e seco apresentou teor de
umidade com valor aceitavel (aproximadamente 9%) para evitar a acdo de
microorganismos durante o periodo de armazenamento (PEREIRA NETO,
1987). Assim, o bagaco de cana-de-aclcar foi armazenado em local seco e
protegido da luz.

No processo de polpacdo formacell, o acido acetico e o acido férmico
promovem a hidrolise dos grupos acetilas presentes nas polioses e durante o
processo de polpacdo produz a acidez necessaria para a deslignificacdo. No
entanto, durante esse procedimento foi observado caracteristicas desfavoraveis
sendo: a) um forte odor de acido acético, b) dificuldade de descarte dos residuos
e/ou ¢) grande quantidade de produtos para a neutralizacdo da solucéo resultante
da precipitacdo da lignina. Nesse processo, a extracdo da lignina apresentou um
rendimento de 8,0 % (m/m) em relacdo a massa de bagaco utilizado, mostrando-
se um bom resultado, porém, o procedimento quando comparado com a
polpacdo alcalina em relacdo a quantidade de reagentes utilizados, se mostrou
inviavel.

Para o processo de polpacdo alcalina, a concentracdo do agente de
deslignificacio NaOH aplicado no processo alcalino, foi investigado nas
concentragdes de 0,25 e 0,5 mol.L. O melhor resultado de deslignificacéo foi

obtido para a concentragdo de 0,5 mol.L? quando comparado com a
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concentragdo de 0,25 mol.L™ na temperatura de 120°C. O rendimento de lignina
precipitada foi de 7,2% (m/m) para a concentracdo de 0,5 mol.L?! e de 4,4%
(m/m) para a concentracdo de 0,25 mol.L. Devido ao rendimento apresentado,
a concentracdo de 0,5 mol.L* foi firmado para o desenvolvimento dos demais
procedimentos.

O processo de deslignificagdo foi promovido por autoclave em
temperatura e pressdo fixas 120°C e 1 atm, respectivamente. Deste modo, a
segunda variavel a ser investigada foi o tempo de polpacdo. Os tempos de
extracdo investigados foram 1; 1,5 e 2 h e o parametro avaliado foi o
rendimento. Analisando os rendimentos obtidos, observou que a eficiéncia de
extracdo foi constante, independente do tempo. Assim, que o0 uso de 1 h para a
polpacdo do bagaco de cana-de-agucar foi adotado para todos os experimentos.

Diferentes temperaturas foram verificadas para avaliar a capacidade de
deslignificacdo do NaOH. Para se alcancar temperaturas acima de 120°C
(temperatura maxima da autoclave), reatores com tampa de rosca de aco 304
inoxidavel, volume de 195 cm3 contendo anel de vedagdo de
politetrafluoroetileno e aquecimento por banho de glicerina foram utilizados,
sendo possivel utilizar a temperatura de 140 e 160°C, e usou-se a temperatura de
120°C para comparagdo com o material obtido pela autoclave.

Os licores pretos obtidos apos o processo de polpacdo alcalina por reator,
ndo sofreram o processo de extracdo 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 rapido e
observou-se uma colora¢do mais escura quando comparado com a lignina que
sofre a retirada da hemicelulose anteriormente a precipitacdo da lignina. O
rendimento do material seco proveniente da precipitagdo da lignina direta é
superior, no entanto, possivelmente ha a presenca 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 proximo ao obtido utilizando a mesma metodologia de polpacdo em
autoclave, concluindo assim, que a temperatura aumenta a deslignificacdo das
fibras do bagaco de cana-de-acgucar.

No entanto, para extracbes posteriores, a temperatura de 120°C em
autoclave foi escolhida devido a facilidade de execucdo e possibilidade do uso
de maior quantidade de material extraido por hora, sendo que nos reatores a
massa de bagaco utilizado para extracdo foi de 40,0 g.h* e na autoclave foi de

80,0 g.hL.

4.1.2 - Processo de oxidacao das ligninas
Todas as amostras de ligninas obtidas sofreram o processo de oxidacao,
com o intuito de promover a hidrélise de ligacdes do tipo éter, como as ligacbes

a-0-4 e B-O-4 da macromolécula de lignina (FIGURA 4.1), entre o0s
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carboidratos e entre atomos de carbono o 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 oxidacdo foi baseado no trabalho publicado por Maziero, et.
al. (2012) com algumas modificacdes. Com o proposito de se obter ligninas com
diferentes graus de oxidacdo, o que implica em diferentes solubilidades,
tamanhos de cadeia e, possivelmente, diferentes produtos e resultados
bioldgicos, foi avaliada a quantidade do agente oxidante empregado no processo
e seu impacto sobre as ligninas. Neste trabalho foram aplicadas as quantidades

de H,O; equivalentes a 9, 12, 14, 16 e 18% (v/v).



65

Inicialmente, utilizou-se a Lig 3 (vide secdo 3.3.3), obtida através do
processo alcalino, sendo avaliada para todas as quantidades de HO..
Visualmente foi observado que as ligninas apos sofrerem a etapa de oxidacgédo
em proporcoes de H,O, superiores a 14% (v/v), apresentaram mudangas 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
oxidacdo da lig 3 com 9% (v/v) de H,O; (c) lignina resultante da oxidagcdo com

14% (v/v) de H,0..

Mudancgas morfoldgicas foram observadas apds o processo de oxidacao
através da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) conforme

ilustrado na FIGURA 4.3.
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P

(1) (2) 3

FIGURA 4. 3 - Analise de MEV das ligninas: (a) Lig 3 obtida pelo processo

alcalino; (b) lignina resultante da oxidacéo da Lig 3 com 9% (v/v) de H,O,; (¢)
lignina resultante da oxidacdo da Lig 3 com 14% (v/v) de H,0,, nas

aproximacdes de 1.000 (1), 5.000 (2) e 10.000 (3) vezes.

Os processos de extracdo e oxidacdo das ligninas foram realizados em
duplicata e as analises por MEV foram executadas para a confirmacdo de
repetibilidade do processo. Na lignina ndo oxidada (Lig 3) foi observado apenas

a presenca de uma estrutura esponjosa (cavidades). Na lignina oxidada com 9%
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(v/v) de H,0, foi possivel observar a estrutura esponjosa, contudo, também foi
possivel observar um inicio na formacdo de microesferas. Por sua vez, as
amostras da lignina oxidada com 14% (v/v) de H,O, ndo mais apresentou a
estrutura esponjosa mostrando apenas a presenca de microesferas. Devido a
caracteristica de microesferas da lignina oxidada com 14% (v/v) de H,O,, este
volume foi o estabelecido para os demais processos de oxidagdo futuros, pois
essa morfologia pode apresentar caracteristicas diferenciadas durante o processo

de encapsulacdo do extrato vegetal de nim.

4.1.3 - Processo de acetilacao das ligninas

O processo de acetilagao se caracteriza por introduzir um grupo acetil em
oxigénios das hidroxilas (MORAIS, 1992). A reacdo de acetilacdo promove
maior solubilidade da lignina em solventes orgéanicos, permitindo assim, um
maior numero de técnicas de caracterizacdo. A técnica utilizada para confirmar a
acetilacdo da lignina é a verificagho do desaparecimento da banda
correspondente ao estiramento de ligagdes O-H (regido de 3200 cm?) do
espectro na regido do infravermelho (BENAR, 1996). As ligninas ndo oxidadas,

oxidadas e acetiladas foram analisadas por 1V, RMN e MALDI-TOF.

4.2 — Caracterizacgéo das ligninas

Todas as amostras de ligninas foram analisadas por IV-TF para a

caracterizacéo das diferencas estruturais apds sofrerem o processo de oxidacdo e
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acetilacdo. As bandas observadas por IV-TF séo caracteristicas 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

caracterizacgao da lignina em geral.
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FIGURA 4.4 - Espectro de IV-TF da Lig 3.

TABELA 4.1 — Bandas de absorcdo na regido do infravermelho tipicos de

ligninas.
Bandas (cm™?) Atribuicdo
3450 — 3400 O-H estiramento
3050 — 2840 C-H estiramento (alifaticos e aromaticos)
1675 — 1660 C=0 estiramento da carbonila
1605 — 1600 Vibracdes nos anéis aromaticos
1515 — 1505 VibragOes nos anéis aromaticos
1330 - 1325 Respiracdo do anel siringil

1230 — 1220 C-C, C-0 estirado
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As bandas espectrais observadas nas ligninas extraidas e nas ligninas que
sofreram oxidacdo se diferenciaram apenas na intensidade de algumas bandas.
Por IV-TF ndo foram observados mudancas significativas que pudesse constatar
a hidrolise de ligacBes do tipo éter nas ligninas oxidadas. Entretanto, nos
espectros das ligninas acetiladas, foi possivel observar uma diminuicdo da banda
referente ao estiramento O-H (3450-3400 cm™) e surgimento de uma banda
intensa em 1744 cm? referente a absorcdo de grupos C=0 de ésteres (1750 —
1740 cm™). A técnica de IV-TF forneceu a confirmagdo que ocorreu a acetilagéo
nas ligninas (valores em negrito) (BENAR, 1996).

Os dados obtidos por IV para as outras ligninas obtidas estdo apresentados

na TABELA 4.2.
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Demoninacao das

Bandas (cm™?)

Ligninas
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
Lig3 Ac 3141 (f); 2939; 1735 (F); 1604; 1323; 1235 (F)
Lig 4 3404 (m); 2913; 1700 (f); 1613; 1323; 1226
Lig4 Ac 3413 (f); 2922; 1744 (F); 1604; 1331; 1226 (F)
Lig5 3413 (F); 2913; 1692 (f), 1700 (f); 1217 (m); 1120
Lig 5 oxi 3396 (m); 2922; 1700 (f); 1638; 1235 (F), 1129
Lig5 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
Lig7 Ac 3413 (f); 2913; 1744 (F); 1630 (f); ); 1331 (f); 1226 (F)

Referente a intensidade de absor¢ao: F=forte; m=médio; f=fraco

As amostras de ligninas foram analisadas por RMN de H observando-se

0s sinais presentes na regido de aromaticos, grupos metoxilicos, alifaticos e

acetil caracteristicos de ligninas (TEJADO et al., 2007). As ligninas possuem

alto peso molecular e assim como os polimeros apresentam dificuldades na

analise de RMN, pois em solucdes, suas moléculas possuem pouca mobilidade,

ndo permitindo a obtencdo de sinais bem resolvidos. Os espectros das ligninas

apresentam bandas bastante largas e de dificil identificacdo (SALIBA et al.,
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2001). A FIGURA 4.5 ilustra como exemplo, um espectro de RMN de *H obtido

para a amostra de Lig 3.
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FIGURA 4.5 - Espectro de RMN de !H da Lig 3. Solubilizada em DMSO-ds,

temperatura de 30 °C e operando a 400 MHz.

Foi observado deslocamentos quimicos na regido 7,5 a 6,0 ppm referentes
aos hidrogénios aromaticos dos trés mondmeros precursores da lignina, o alcool
coniferil, o é&lcool sinapil e o alcool p-coumaril que sdo chamados,
respectivamente, guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxipenil propano (p-H). Os
sinais observados na regido de 4,0 a 3,4 ppm corresponde aos hidrogénios
metoxilicos e de hidrogénios ligados a carbonos carbonilicos presente na
molécula, os observados entre 2,2 a 1,9 ppm e 1,6 a 1,4 ppm refere-se aos
hidrogénios a dos grupos acetis ligados aos anéis aromaticos e aos alifaticos,

respectivamente. Os sinais na regido 1,3 a 0,8 ppm sdo atribuidos aos
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hidrogénios alifaticos saturados. O sinal observado em 2,5 ppm refere-se ao
DMSO-ds, solvente utilizado para a solubilizacdo da lignina. Estes mesmos
sinais de lignina foram observados e descritos por Tejado et al. (2007) e
auxiliaram com a identificacdo das ligninas. A Tabela 4.3 resume as atribuigdes

dos sinais de RMN !H da Lig 3.

TABELA 4.3 - Atribuicéo dos sinais de RMN *H da Lig 3.

Sinal (ppm) Atribuicéo
8,0-6,0 H aromaticos de unidades S, G e p-H
4,0-3,4 H metoxilicos e ligados a carbono carbonilico
22-19 H acetil ligados a aromaticos
16-14 H acetil ligados a alifaticos
1,3-0,8 H alifaticos saturados

Devido a complexidade dos espectros de RMN de 'H das amostras de
ligninas, a inspecdo visual pode revelar pouca informacdo. Por isso, métodos
estatisticos computadorizados, chamados de anélises quimiométricas pode ser
um grande aliado na obtencdo de informag¢des mais relevantes. Assim, todas as
amostras foram analisadas em quintuplicata, nesse processo foi otimizado 0s
parametros de temperatura e pulsos, em busca de sinais com maior resolucéo. Os
dados obtidos foram analisados quimiometricamente, mostrando a correlacédo

entre as amostras (FIGURA 4.6).
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FIGURA 4.6 - Andlise quimiométrica RMN de 'H das amostras de ligninas
extraidas, oxidadas e acetiladas. Solvente DMSO-ds, temperatura de 30°C e

operando a 400 MHz.

Analisando os espectros das ligninas ndo oxidadas, oxidada e acetilada, as
informacdes ndo foram suficientes para identificar a mudanga sofrida em cada
processo, isso ocorreu principalmente devido ao alargamento dos sinais obtidos.

A analise quimiométrica auxiliou na visualizacdo das diferencas em cada
lignina. Através da analise das componentes principais dos espectros de RMN
de !H, foi possivel observar que as ligninas ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, independente da temperatura (120, 140 ou 160 °C)

utilizada no processo de extracdo 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 ndo sofreram nenhum processo quimico sobressalente numa mesma
regido (circulo de coloracdo preto). A regido do espectro que os diferencia dos
demais grupos € a regido dos hidrogénios metoxilicos. Possivelmente essa
regido sofreu modificacOes relevantes nas ligninas que sofreram reacOes
quimicas (oxidacao e acetilagdo).

Nas ligninas oxidadas (circulo de coloracdo azul) observou-se o
agrupamento entre si independente da temperatura de extragdo. Com isso, €
possivel afirmar que o processo de oxidacdo promove caracteristicas iguais a
todas as formas de obtencdo, como por exemplo, as ligninas obtidas por
deslignificacdo em temperatura de 120 ou 160°C. Esta técnica foi importante
para fortalecer a existéncia de diferencgas na estrutura da lignina oxidada quanto
comparada com a lignina sem oxidacéo, pois os dados de IV nédo contribuiram
para observar essa diferenca.

Os deslocamentos quimicos das ligninas acetiladas observados apos a
analise quimiometrica (circulo de coloracdo verde, FIGURA 4.6) corroborou
com os dados obtidos pelo 1V (FIGURA 4.7), demonstrando a formagdo dos
grupos acetilados que substituiu os grupos hidroxilas, como pode ser visto na
regidao de campo baixo de 2,2 a 1,4 ppm. No espectro de IV é possivel observar
0 surgimento da banda na regido de 1740 cm™ e a diminuicéo da banda na regiéo

de 3000 a 3500 cm?, 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- Caracterizacao das ligninas por espectrometria de massas

Com o proposito de definir o tamanho da cadeia polimérica e a massa
molecular dos polimeros de lignina, foi utilizada a técnica de espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF. O MALDI-TOF é uma técnica que tem como
principais caracteristicas a alta sensibilidade, capacidade de anélises de
macromoléculas e compostos ndo-volateis, onde a ionizagdo ocorre com o
analito adsorvido em uma substancia (matriz) por um feixe de laser
(BAYERBACH et al., 2006).

Vaérias faixas de massas foram analisadas em busca de informacdes. 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 ionizacgdo e utilizando a amostra e a
matriz misturadas antes da aplicacdo na placa de MALDI. Os demais modos de
aplicacdo foram necessarios para verificar se ocorreria alguma alteracdo nos

sinais obtidos.
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A matriz utilizada foi o DHB (acido 2,5-diidroxibenzdico), pois este
auxiliou melhor na visualizacdo dos sinais do que a matriz do acido sinapinico.
O DHB é conhecido por ser uma boa matriz para promover a ionizacdo de
moléculas com alto peso molecular, como por exemplo, proteinas, carboidratos,
oligossacarideos e glicopeptideos (ZENOBI et al., 1998; HARVEY, 2006).

Ao analisar o espectro pode-se observar sinais referentes a perda de
massas de m/z 208 a 212 Da. Os mondmeros fenilpropandides presentes na
estrutura possuem massas de m/z 210, 180 e 150 Da, referentes as unidades do
alcool sinapil, alcool coniferil e alcool p-coumaril, respectivamente (FIGURA
4.8). Possivelmente, as perdas de massa observados no espectro de MALDI-

TOF sejam fragmentos que tem as unidades fenilpropandides como precursores.

HO HO HO
X X X

~ - ~

(0] O 0]

OH OH OH
Alcool sinapil Alcool coniferil Alcool p-coumaril
Formula Quimica: C;1H1404 Formula Quimica: C1gH1504 Formula Quimica: CgH10,
Massa exata: 210.09 Massa exata: 180.08 Massa exata: 150.07

FIGURA 4.8 - Estruturas das unidades fenilpropandides precursores da

molécula de lignina.

Ghaffar e Fan, 2013 descrevem que o biopolimero de lignina extraido do
bagaco de cana-de-agucar pode variar em tamanho, podendo chegar a massas

moleculares ao redor de m/z 2.160 Da. Na analise realizada, se observou ions



77

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
extracdo da lignina tenha gerado moléculas de menor massa molecular quando
comparado com extracOes mais severas, como por exemplo, uso de maior
percentagem de NaOH e maior temperatura, ou os parametros de operacdo
aplicados no MALDI somente foram capazes de ionizar os oligdmeros de menor

massa molecular (FIGURA 4.9).
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FIGURA 4.9 - Espectro de MALDI-TOF da Lig 3 obtida pelo processo alcalino.

Os parametros de analise foram descritos no topico 3.4.3.

Vastas faixas de massas foram analisadas para se assegurar que néo
haveria nenhuma massa superior ao observado. Com o propdésito de avaliar

possiveis modificagbes estruturais entre as ligninas obtidas entre todos os
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métodos de extracdo, oxidacdo e acetilacdo, todas as amostras de ligninas foram
submetidas a analise por MALDI-TOF MS e posteriormente analisadas por
quimiometria. Assim, os dados foram processados e ilustrados através da analise
dos componentes principais (FIGURA 4.10). A analise das componentes
principais € diferenciada conforme o perfil de massas que cada amostra
apresenta, ou seja, as amostras de ligninas foram agrupadas devido a presenca
Ou auséncia de sinais ou mesmo a intensidade dos mesmos. Ndo houve um
grupamento referente ao tipo de tratamento que sofreram, tampouco com o0

modo de extracdo que foram obtidos.
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FIGURA 4.10 - Analise quimiométria dos espectros de MALDI-TOF das

amostras de ligninas. Os parametros de analise foram descritos no tépico 3.4.3.
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Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o proposito de finalizar
a determinac&o estrutural das ligninas (PILO-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 quimicos,
cromatograficos e espectroscopicos como, por exemplo, infravermelho (1V) e
ressonancia magnética nuclear (RMN de H e 3C). Também ha o estudo através
de reacbes de degradacdo e oxidacdo com permanganato de potassio e
nitrobenzeno, assim como de degradacéo por pirolise. Esses produtos a partir da
degradacdo e oxidacéo sao, entdo, analisados por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa. Outra técnica € a cromatografia de permeacdo em
gel, para determinar a distribuicdo dos pesos moleculares de fragmentos que
compdem a lignina (SALIBA et al., 2001).

O primeiro relato do uso da espectrometia do tipo MALDI-TOF para a
determinacéo estrutural das ligninas foi no inicio dos anos 90 (METZGER et al.,

1992).

4.2.3 - Analise conjunta dos dados de caracterizagao

Diferentes processos foram desenvolvidos para a obtencdo da lignina.
Dois processos foram executados, a polpacdo alcalina e a formacell, além do
teste na alteracdo da temperatura e concentracdo do reagente extrator, o NaOH.

ReacOes quimicas foram feitas em busca de mudancgas extruturais nas ligninas
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obtidas, os processos foram de oxidacéo e acetilagdo. Os diferentes tipos de
ligninas, reacOes sofridas e seus rendimentos estdo resumidos na tabela abaixo
(TABELA 4.4).

As ligninas extraidas pelo reator apresentam rendimento superior quando
comparado com a extragdo em autoclave. O aumento esti relacionado as
temperaturas maiores alcancadas pelo reator. O método de extragdo por reator
foi executado no intuito de verificar se ocorreriam diferencas na estrutura das
ligninas com o0 aumento da temperatura. Pela técnica de analise quimiometrica
de RMN (vide péagina 73) se observou que tanto a lignina obtida por autoclave
quanto por reator apresentam as mesmas caracteristicas estruturais, pois as
mesmas apresentaram sinais no espectro de RMN referentes aos hidrogénios
metoxilicos e aos ligados ao carbono carbonilico, também dos hidrogénios
ligados aos grupos aromaticos e alifaticos, além dos hidrogénios alifaticos
saturados e dos hidrogénios aromaticos das unidades siringil, guaiacil e 4-

hidroxifenil (Tejado et al., 2007).



TABELA 4.4 - Apresentacao dos procedimentos de obtencdo das amostras de ligninas.

Denominagio Polpagio 1eMPeralura pegjignificacso (€3¢0 CONCeNragdo pyocinitacso RENMiMeNto
(°C) adicional de NaOH (%)
Ligl 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 Oxidagéo 1% 2 etapas 2,30
Lig 2 oxi_Ac Alcalina 120 Auto-clave  Acetilacédo 1% 2 etapas 2,29
Lig2_Ac Alcalina 120 Auto-clave  Acetilacédo 1% 2 etapas 2,30
Lig 3 Alcalina 120 Auto-clave - 2% 2 etapas 7,20
Lig 3 oxi Alcalina 120 Auto-clave Oxidacéo 2% 2 etapas 5,45
Lig 3 Ac Alcalina 120 Auto-clave  Acetilacédo 2% 2 etapas 6,18
Lig4 Alcalina 120 Auto-clave - 2% 1 etapa 8,02
Lig4 Ac Alcalina 120 Auto-clave  Acetilacédo 2% 1 etapa 9,62
Lig5 Alcalina 120 Reator - 2% 1 etapa 13,81
Lig 5 oxi Alcalina 120 Reator Oxidacéo 2% 1 etapa 7,62
Lig5 Ac Alcalina 120 Reator Acetilacdo 2% 1 etapa 7,14
Lig 6 Alcalina 140 Reator - 2% 1 etapa 16,04
Lig 6 oxi Alcalina 140 Reator Oxidacéo 2% 1 etapa 10,23
Lig6_Ac Alcalina 140 Reator Acetilacéo 2% 1 etapa 7,09
Lig 7 Alcalina 160 Reator - 2% 1 etapa 17,67
Lig 7 oxi Alcalina 160 Reator Oxidacéo 2% 1 etapa 8,43
Lig 7_Ac Alcalina 160 Reator Acetilacéo 2% 1 etapa 5,72
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4.3 - Preparo de microcapsulas bioinseticidas carregadas com

extrato de Azadirachta indica

Os produtos agroquimicos sdo convencionalmente aplicados em campo
por pulverizacdo sendo a &gua utilizada como veiculo. Todavia, apenas uma
pequena parte dos produtos agroquimicos, realmente atinge o alvo esperado.
N&o raramente, iSSO ocorre numa concentragdo menor gque a concentracdo
minima efetiva requerida devido a problemas como lixiviacdo, fotodegradacéo,
hidrolises e degradacdo microbiana (NAIR et al., 2010). Consequentemente,
repetidas aplicacbes se tornam necessarias causando impactos ambientais
diretos ao solo e a agua.

As microcapsulas para uso agricola devem ser projetadas de modo que
satisfacam propriedades fisicas e quimicas que tenham como resultado uma
melhora no controle de pragas agricolas e reducao de riscos ambientais.

Entre os beneficios se podem destacar o ajuste na capacidade de dispersao
em meio aquoso de compostos organicos com reducédo do uso de surfactantes,
aumento na estabilidade contra degradacdes provocadas por fotolise, termolise
ou hidrolise e controle na liberagdo de compostos ativos melhorando a atividade
bioldgica desejada. Consequentemente, com o ganho de estabilidade e ajuste da
atividade biologica, ha uma reducdo nas dosagens e na necessidade de
reaplicacbes havendo um impacto direto positivo sobre o meio ambiente

(BOEHM et al., 2003; TSUJI, 2001)
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Assim, para o preparo de microcapsulas 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 rapido, facil e por ndo conter a presenca da
hemicelulose, pois a mesma € precipitada em fase anterior a precipitacdo da
lignina. A Lig 4 foi selecionada para representar as ligninas que foram

precipitadas sem a retirada a hemicelulose anteriormente (FIGURA 4.11).

a)

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 microcapsulas do extrato de
nim enriquecido de azadiractina através de um processo de particdo liquido-
liquido consiste do preparo de trés diferentes fases: a) emulsdo em fase aquosa
do extrato vegetal, b) adi¢do do polimero e ¢) secagem por Spray-Drying.

Inicialmente, o extrato de nim etandlico foi particionado (vide secdo
3.5.1) através da separacdo liquido-liquido, obtendo a fracdo acetato de etila
enriquecida de azadiractina. A quantidade de material vegetal necessaria para o

preparo das microcépsulas foi determinada apds analises cromatograficas do
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teor de azadiractina. Na sequéncia, a fracdo acetato de etila de nim é dispersa
juntamente com o 6leo de nim comercial sob vigorosa agitacdo em fase aquosa.
Este sistema possibilita a formacdo de micelas com o 6leo do nim criando uma
emulsdo. Em funcdo da diferenca de solubilidade entre a fase aquosa e as
micelas, os constituintes do extrato de nim permanecem na fase micelar néo
sendo disperso para a fase aquosa. O uso do tensoativo Tween®80 foi necessario
para auxiliar na dispersao do extrato vegetal e o 6leo comercial de nim, pois ele
se adsorve sobre as microcapsulas atuando como dispersante, melhorando o
processo de formulagéo.

Em uma segunda fase, a lignina € inserida a emulsdo aquosa agitada
vigorosamente com o Ultra-Turrax IKA (T10 basic) e a adicdo do aerosil
(SiOy), utilizado como suporte secante foi necessario para auxiliar na secagem
do material, pois a temperatura de secagem da solucdo contendo a formulacéo
do extrato vegetal foi estudada com cuidado para evitar a degradacdo dos
produtos naturais presentes.

O teor de azadiractina foi acompanhado antes e depois do processo de
encapsulacdo do extrato vegetal e a quantidade utilizada da fracdo acetato de
etila foi adicionada visando uma concentracdo final de azadiractina de 5000
ppm. Essa concentracdo foi determinada para posteriormente ser necessario 0
uso de pouco material em po para os testes quimicos e biologicos, sendo que o
teor de azadiractina ficaria dentro dos parametros determinados na curva de

calibracgéo (secédo 3.5.3).
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O processo escolhido de preparacdo e secagem, o Spray-Drying, teve seus
parametros de operacdo otimizados (taxa de alimentacdo, vazdo, aspiracdo e
temperaturas), visando a secagem total e menor perda do material em po6. O
parametro temperatura € muito importante, pois este parametro dita se o
material sera totalmente seco, no entanto, por se tratar de um produto natural, a
temperatura ndo pode ser elevada, pois poderia degradar os principios ativos
presente no extrato, como por exemplo, a azadiractina. Assim, a temperatura de
120 °C foi determinada, pois o0 processo de secagem foi rapido e nessa
temperatura ndo se observou a degradacdo do nosso padrdo de comparacdo, a
azadiractina, além de fornecer um produto com estabilidade.

O processo de formulacéo utilizando as 4 diferentes ligninas - Lig 3, Lig
3 oxi, Lig 3_Ac e Lig 4 - foram feito com o0 mesmo procedimento e nenhum

parametro necessitou de alteracdo na preparacéo individual de cada.

4.3.1 - Caracterizacédo das ligninas selecionadas para o processo

de microencapsulamento

Avaliar as diferentes formas de ligninas foi importante para conhecer a
estabilidade de cada uma apds o processo de encapsulamento e sua eficiéncia
nos ensaios bioldgicos e testes quimicos. As técnicas de MEV e TGA foram
usadas para complementar o conhecimento das caracteristicas de cada lignina e

auxiliar no desenvolvimento dos experimentos posteriores.
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As amostras de ligninas quando analisadas morfologicamente atraves da
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), apresentaram diferencas
em sua morfologia como pode ser visto nas imagens abaixo, proporcionando
possivelmente, caracteristicas distintas no processo de liberacdo do extrato bruto

de nim formulado com as mesmas (FIGURA 4.12).

Denominacgao das Imagens
ligninas

Lig 3

Lig 3 oxi

Lig 3_Ac

Lig 4

F | T
uF JEMa - LOE
S, —

FIGURA 4.12 - Imagens de MEV das Iignnaé nas aproximacoes de 2,0 a ,

lm.
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As imagens obtidas por MEV mostraram em sua grande maioria um perfil
reprodutivel, sendo que as ligninas extraidas sem sofrer modificacdes,
apresentam o perfil morfolégico de um material compacto de estrutura
esponjosa (cavidades), ja as ligninas que sofreram o processo de oxidacéo,
apresentam um perfil de formacao 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 modificacdo. Essas diferencas na
morfologia sdo atribuidas ao alinhamento das particulas (polimeros), pois esta é
afetada pelo tipo de processamento (PAUL e ROBESON, 2008), ou nesse caso,
a reacdo sofrida durante o processo.

Outra técnica utilizada para observar as diferencas entre as ligninas foi a
analise termogravimétrica (TGA) que é uma técnica na qual se pode
acompanhar as mudancas na massa de uma amostra durante um periodo de
tempo, enquanto varia sua temperatura. Durante o processo, a temperatura €
aumentada, mas a taxa de aquecimento da amostra permanece constante. Na
pratica, alguns eventos como a evaporacdo, a sublimacdo, a decomposicéo, a

oxidacdo, a reducédo podem ser medidos (FIGURA 4.13)
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FIGURA 4.13 - Analise de TGA das ligninas.
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A lignina é considerada um componente termicamente estavel, sua

decomposicéo ocorre entre 200-550 ° C, ou mesmo em temperaturas superiores
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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 alcangar o pico
de liberacdo 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 degradacdo de cada amostra esta ligado ao seu tipo
de estrutura e ligacOes presente na estrutura, demonstrando assim, que cada

lignina apresenta diferencgas estruturais entre si.

4.4 - Controle de qualidade de produtos naturais

Com o propésito de garantir a seguranca e a eficAcia dos produtos
naturais utilizados durante os experimentos, a técnica cromatografica € uma
ferramenta essencial. O emprego de técnicas cromatograficas e analiticas que
permitam a separacdo e o isolamento de substancias de um extrato vegetal
mostra-se necessario tanto para o conhecimento da composicao quimica e/ou do
principio ativo do composto, como também para a analise de uma substancia, ou
grupo de substancias, que sirva como marcadora daquela espécie, propiciando a
padronizacdo qualitativa e quantitativa do material vegetal e produtos
relacionados

Alguns desafios para o desenvolvimento de um método analitico a ser
utilizado no estudo de materiais vegetais sdo: 1) extracdo dos constituintes,

principalmente compostos ativos, a partir de uma matriz complexa; 2)
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estabilidade térmica e sob luz; 3) falta de substancias de referéncia; 4) variacdo
da composicdo quimica entre lote coletado, localidade e época do ano (SOUZA-
MOREIRA et al., 2010).

Os desafios encontrados para o desenvolvimento de um método analitico
e posterior controle de qualidade tornaram-se outro fator limitante ao
desenvolvimento e uso confidvel dos produtos naturais (ISMAN, 1997). A
auséncia de protocolos de producdo e métodos de controle de qualidade torna se
impossivel garantir a reprodutibilidade da acdo esperada para um determinado

produto.

4.4.1 - Quantificacdo da azadiractina presente nas fragdes obtidas

do extrato vegetal de nim

O extrato vegetal bruto do nim sofreu particdo liquido-liquido no intuito
de concentrar compostos bioativos, como, por exemplo, a azadiractina,
enriquecendo uma fracdo de trabalho com o principal principio ativo. Para a
quantificacdo da azadiractina, o método utilizado foi o desenvolvido por
FORIM et al., 2010a).

Nos cromatogramas obtidos por CLAE-UV (FIGURA 4.14) da fracéo
acetato de etila obtida ap0s a extracdo liquido-liquido do extrato bruto etandlico
de nim, apresentou uma alta concentracdo de 54,8 g.kg? de azadiractina. A

fracdo aquosa apresentou a concentracdo de 1,84 g.kg?, sendo esta muito
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inferior quando comparada a fracdo acetato de etila e a fracdo n-hexano néo
apresentou o principio ativo. A particdo liquido-liquido do extrato etandlico se
mostrou eficiente, principalmente quando se compara a concentracdo da
azadiractina no extrato bruto etandlico e a posterior concentracdo na fracdo
acetato de etila. O uso do solvente n-hexano auxiliou na retirada de éleos e
graxos residuais, promovendo uma fracdo acetato de etila mais rica em

principios ativos.

Azadiractina

J/ A

Azadiractina

v

e

FIGURA 4.14 - Cromatogramas das frac6es de nim obtidas pelo fracionamento
do extrato etanolico: A) fracdo acetato de etila; B) fracdo aquosa e; C) fracdo
hexano obtidos por CLAE-UV. As condi¢bes operacionais de andlise foram:
coluna de fase reversa Rexchrom ODS (100 x 4,6 mm, 3 pm) Regis

Technologies acoplada a uma coluna de seguranga C18 (Phemonemex® 4 x 3
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mm) aclimatada em forno a 30 °C, eluicdo isocratica de fase movel binaria de
acetonitrila/agua (35:65), vazdo de 0,5 mL.min! e volume de injecdo de 10,0
KL. Todos os experimentos foram realizados operando o detector em 217 nm.

Uma fracdo com elevados teores de um principio ativo possibilita 0 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 producdo, facilita a formulacdo, reduz os riscos de incompatibilidade
do material vegetal com os demais produtos, como por exemplo, o polimero e
favorece na reprodutibilidade da acdo bioldgica. Deste modo, a fracdo acetato
de etila foi escolhida para o processo de formulagdo e de micro encapsulamento
usando a lignina como polimero.

As concentracOes de azadiractina foram determinadas dentro das fragOes
a partir da curva de calibracdo do padrdo de azadiractina (vide secdo 3.5.3). As
curvas de calibracdo apresentaram linearidade em toda extensdo investigada de
1,2 a 98,9 pug.mL* mostrando serem diretamente proporcionais a concentragéo.
A linearidade foi determinada em triplicata pela avaliacdo visual da curva de
calibracéo externa (FIGURA 4.15) e pelos calculos da equacdo de regressdo (y
= ax *+ b) e do coeficiente de correlacédo (r?) pelo método dos minimos multiplos
quadrados. O valor do coeficiente de correlagdo (r?) observado foi de 0,999,

indicando uma boa linearidade para a faixa de trabalho proposta.
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FIGURA 4.15 — Curva de area versus concentracdo de azadiractina por CLAE-
UV. Curva de calibrag¢do construida com as solucdes padrdes de azadiractina (n

= 9).

4.5 - Andlise de degradacéo das formulacdes

As formulacGes foram expostas a duas formas de degradacdo, a
fotoquimica e a térmica, visando obter a resposta quanto a protecédo fornecida ao

extrato de nim mediante a microencapsulagdo do mesmo.

4.5.1 — Degradacao fotoquimica

O processo de microencapsulamento visa diminuir a degradacdo sofrida
pela azadiractina e os demais componentes do extrato vegetal de nim. Nos
ultimos anos, tentativas para se alcancar essa estabilidade e diminuicdo da

degradacdo do extrato de nim tem sido descritos. Damarla et al. (2002)
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desenvolveram pellets de sacarideos impregnados com extratos de nim livre de
solventes organicos e completamente soltvel em agua, conferindo estabilidade e
controle sobre a cinética de liberacdo. Murali (2001) descreveu o preparo de
microemulsdes utilizando surfactantes ndo-iénicos para o preparo da emulséo
contendo também &cido p-aminobenzdico com protetor solar. Como resultado
foi obtido uma composi¢do aquosa estavel onde dependendo da quantidade de
6leo de nim e dilui¢cbes, pode haver diferentes teores de azadiractina (MURALL,
2001).

Todavia, nenhuma técnica, processo ou componentes de formulacdo
descritos na literatura foram similares aos propostos neste trabalho. Assim, as
formulacdes foram expostas a luz ultravioleta por 6 dias, utilizando como
controle a particdo 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 calibracdo (vide se¢do 3.5.3 e 6.1). Como
controle negativo, utilizou-se o extrato bruto exposto a radiacdo UV e para
efeito de comparacdo, inseriu-se individualmente no extrato bruto os protetores
utilizados nas formulacdes (Stylize®, Tinogard®, EDTA e silicone). O intuito foi
verificar se 0s protetores promoviam protecdo adicional ao extrato bruto e a

funcdo das ligninas entre veiculo e protetor. Primeiramente foram testados



95

extratos de nim na presenca dos aditivos. A FIGURA 4.16 ilustra a curva de

recuperacao de azadiractina em funcao do tempo entre extratos e aditivos.
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FIGURA 4.16 - Curvas de recuperacdo 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 (secdo 1.7), a curva de degradacdo da
azadiractina decai em todos os extratos que foram expostos a radiacdo UV
exceto o controle ExB (protegido da luz). Tanto o aditivo contra a radiagdo UV
guanto os demais aditivos ndo tiveram efeito quando inserido no extrato bruto
em relacdo ao controle (escuro). O extrato bruto na presenca do protetor térmico

Styleze® e o protetor UV Tinogard® juntos e apenas com a presenca do Styleze®
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(EXST e EXS) apresentou uma degradagdo inferior as demais amostras. Em
dados relativos comparados ao extrato bruto ndo protegido, estes protetores
apresentaram uma protecao 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 recuperacdo de azadiractina de 64 e 67 %, respectivamente, em

relagéo ao extrato bruto nédo protegido.
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FIGURA 4.17 - Valores normalizados de degradacéo sob o ty, das amostras dos

extratos de nim com os aditivos.

A recuperacdo da degradacdo da azadiractina presente nas formulagdes
utilizando as diferentes ligninas como envoltorio foi comparado com a

degradacéo 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
guanto como suporte de aplicacdo (FIGURA 4.18). Neste experimento nao
houve diferenca significativa entre as formulacbes. No entanto, foi possivel
observar grande diferenca na recuperacdo da azadiractina quando comparado
com o extrato bruto de nim ndo protegido da luz (ExB), sendo superior a 43 %
(na média) apds 120 h (FIGURA 4.19). As formulagdes comprovam a eficiéncia
de protecédo contra a degradacédo da azadiractina molécula que é extremamente

sensivel a presenca de radiacéo solar.
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FIGURA 4.18 - Curvas de degradacdo de azadiractina presentes nas

formulagdes da particdo acetato de etila do nim utilizando diferentes ligninas.
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FIGURA 4.19 - Valores normalizados de degradacdo da azadiractina sob o ty;,

das formulac@es utilizando as diferentes ligninas como envoltério.

A Lig 3 foi escolhida para a verificacdo dos efeitos dos aditivos quando
formulados juntamente com a particdo acetato de etila de nim. E possivel
observar na FIGURA 4.20 que os aditivos ndo promoveram nenhuma protecao
extra a0 marcador azadiractina quando comparados com a formulacdo de
lignina sem aditivos. Neste experimento, ficou evidente que a lignina € o

principal aditivo para proteger a azadiractina.
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FIGURA 4.20 - Comparagcdo da formulagdo utilizando a Lig 3 com as
formulagcdes com aditivos. Legenda: Lig 3 = lignina extraida 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 possivel afirmar que ndo ha a necessidade do uso de ativos para
proteger a azadiractina da degradacdo por radiacdo solar, evitando assim, 0 uso
de produtos que podem prejudicar 0 meio ambiente — especialmente leitos
fluviais — e elevar o custo final do produto.

As ligninas apresentam boas caracteristicas como envoltorias, auxiliando
na conservacao da atividade da azadiractina e que qualquer uma das ligninas

utilizadas tem promovido a protecéo necessaria para a conservacdo da atividade



100

da azadiractina por um longo periodo de tempo. O teste de degradacdo por
radiacdo utilizando a lampada UV como fonte de emissdo da energia,
responsavel pelo envelhecimento acelerado das amostras estudadas, €
comprovadamente eficiente na reproducdo das condi¢bes do envelhecimento
natural. De acordo com estudos realizados no Departamento de Engenharia de
Materiais/Universidade Federal de S&o Carlos, a correlacdo estimada nestas
condicOes de envelhecimento acelerado, em relacdo ao envelhecimento natural,
é de 7,3 vezes, este fator de aceleracdo significa que 1.200 h de envelhecimento
correspondem aproximadamente a 1 ano de envelhecimento natural. Assim, 0
experimento realizado em 120 h corresponde aproximadamente 1 més de

campo.

4.5.2 - Degradacao térmica

O teste de degradacédo por temperatura apresentou resultados semelhantes
ao teste de degradacdo por UV. Durante o periodo de 24 h e temperatura de 60
°C, aliquotas foram retiradas para acompanhar o processo de degradacdo das
formulacdes de nim e o extrato bruto foi exposto ao mesmo ambiente para
servir de controle de degradacdo. Uma amostra de extrato bruto foi mantida em
condicdes especificas sob protecdo da radiacdo UV-visivel e temperatura de 25

°C para efeito de comparacdo (FIGURA 4.21).
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FIGURA 4.21 - Curvas de degradagao por temperatura de azadiractina
presente nas formulacdes da particdo acetato de etila do nim utilizando

diferentes ligninas.

Forim e colaboradores (2009) observaram que mesmo sob condicdes
ideais de armazenamento (temperatura e umidade), a azadiractina sofre
processos de degradacdo em funcdo do tempo. Como pode ser observado na
FIGURA 4.21, o extrato armazenado sob a protecdo da luz e temperatura
ambiente de 25°C apresentou uma degradacdo de 16,5% (m/m) em um periodo
de 24 h. A formulacdo utilizando a Lig 3 gerou uma maior protecao, sofrendo
uma degradacdo média de apenas 10% (m/m). As formulacdes em geral tiveram
uma degradacdo de 10 a 15% (m/m), mostrando um 6timo resultado quando
comparado com o extrato bruto de nim que teve nesse periodo 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
obtengdo, menor consumo de reagentes e maiores rendimentos que as demais.

Outra caracteristica que tem chamado a atencdo da formulacdo preparado
com a Lig 3 obtido através do processo de polpacao alcalino € sua morfologia.
Este formato de cavidades, como pode ser visto pelas imagens de MEV
(FIGURA 4.22b). Estas cavidades permitem a inclusdo de moléculas

melhorando caracteristicas de protecédo, vetorizacéo, liberacdo, umidade, etc.

FIGURA 4.22 — Imagens de MEV das ligninas: (a) Lig 4 e (b) Lig 3, nas escalas

de 5 e 3 um, respectivamente.

4.6 - Ensaios biologicos

Os ensaios bioldgicos visaram certificar se a atividade inseticida ja
conhecida do nim se manteria apos sofrer o processo de microencapsulamento
utilizando a lignina como polimero. Foram escolhidos quatro insetos pragas,

Spodoptera frugiperda, Diabrotica speciosa, Diatraea saccharalis e Anticarsia
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gemmatalis, por suas conhecidas acbes maléficas em diversos cultivos,
principalmente  milho e cana-de-acucar (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 formulagcdes com as quatro ligninas (Lig 3, Lig 3 oxi,
Lig 3_AcealLig4). Aconcentracdo do teor de azadiractina conhecida, sendo as
concentragoes de 2,0 e 5,0 pg.kg?, foi testada, mantendo sempre o controle de
qualidade.

As ligninas utilizadas como polimeros também foram testadas para
verificar se as mesmas teriam alguma atividade frente as 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 g, a massa
de 1,2 g de formulacdo contendo o extrato vegetal de nim, 6leo comercial de
nim, a lignina e os demais componentes da formulacdo para preparar a
formulacdo foi utilizado. A quantidade de lignina pura utilizada foi muito
superior quando comparado com a lignina presente na formulacdo, no entanto,
essa massa foi escolhida para que a massa inserida na dieta, tanto da formulacéo
guanto da lignina pura fossem iguais. Para a concentragdo de 5 pg de

azadiractina, a massa de 3,0 g de formulacéo foi inserida na dieta artificial. O
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extrato bruto de nim na concentracdo de 2,0 e 5,0 pug.kg? de azadiractina foi
testada como controle. Os resultados deste ensaio sdo apresentados a seguir

(TABELA 4.5).

TABELA 4.5 - Médias da duracdo de fase larval, fase pupal e massa pupal de S.

frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com formulagdes de nim

utilizando lignina como polimero.

Tratamento Duragéo da fase Duragéo da fase Massa pupal
(ug de azadiractina) | larval (dias) (x EP)* | pupal (dias) (xEP)* (mg) (xzEP)!
Lig 3 (5) 269+9,75cd 0 0
Lig 3 (2) 31,1+£581c 0 0
Lig 3 pura 13,2+2,86d 9,65+1,38a 92,6 £54,1a
Lig 3 _Ac (5) 26,5+ 11,39¢c 0 0
Lig3 Ac(2) 29,3+8,69c¢C 0 0
Lig 3_Ac pura 34,1+ 8,77 bc 9,00+ 2,09a 67,3+19,8Db
Lig 3 oxi (5) 28,9+8,24 cd 0 0
Lig 3 oxi (2) 334+100c 0 0
Lig 3 oxi pura 16,1 £5,33d 8,95+ 156a 1278+ 314 a
Lig4 (5) 289+10,2cd 0 0
Lig 4 (2) 30,70 £ 7,657 ¢ 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+1,29a 139,3+40,2a

100 mg/kg, Temp.: 25 + 1°C; 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 n&o apresentaram

atividade, pois os individuos que se alimentaram da dieta com as ligninas puras
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chegaram a fase adulta como no grupo controle, podendo assim afirmar que o
polimero natural ndo exerce nenhuma atividade sobre a S. frugiperda.

A alimentacédo das larvas com a dieta artificial contendo o extrato bruto
de nim sem a protecdo que o microencapsulamento apresentou atividade assim
como as formulacdes utilizando as ligninas como polimeros, no entanto, o
ensaio foi mantido sobre temperatura controlada de 25 = 2°C e como
confirmado no teste de degradacéo fotodiquimica e térmica (vide secdo 4.5.1 e
4.5.2), o extrato bruto se mostra muito sensivel aos dois fendmenos, sendo que,
quando este se encontra encapsulado por lignina, a degradacdo do principal
principio ativo, a azadiractina, decai visivelmente.

Todas as formulacgdes tiveram mortalidade de 100% e pode-se observar
um prolongamento no tempo larval quando comparado ao controle de agua. As
larvas permaneceram vivas por aproximadamente 15 dias a mais que o controle,
no entanto, ndo foi observada alimentacdo da dieta nesse periodo, 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

apos ingerir a dieta com as formulacdes de nim e; b) lagarta com 12 dias.

O aumento na duracédo da fase larval das formulacdes testadas ndo foram
prejudiciais ao experimento, pois COMProvou-se que as mesmas nao se
alimentavam, possivelmente devido ao efeito antialimentar atribuidas aos
terpendides 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, 0
retardamento no ciclo bioldgico das lagartas devido a falta de alimentacdo, ira
desestruturar sua procriacdo e proliferacdo e ndo ird prejudicar o ecosistema

como ocorre com os inseticidas sintéticos com seus efeitos ‘knock-down”

(SODERLUND e KNIPPLE, 2003)

4.6.2 - Diabrotica speciosa
As formulagbes de nim com conhecida concentracdo de azadiractina

foram fornecidas ao Professor Dr. Arlindo Leal Boica Junior do Departamento
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de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal — SP para
serem ensaiadas contra a praga de solo D. speciosa. Foram testadas as quatro
formulagbes de nim na concentracdo de 3,0 pg de azadiractina em cada
formulacéo.

A TABELA 4.6 apresenta os resultados referentes aos efeitos das
diferentes formulacGes de nim sobre individuos de D. speciosa. N&o foi possivel
fazer analise estatistica, pois se observou mortalidade total dos individuos que
foram tratados com as formulacbes. O tratamento com fipronil, no qual ndo
houve presenca de larvas e pupas vivas, porém, este tratamento ndo diferiu dos
tratamentos com a dosagem de 3,0 pg de azadiractina das formulagdes de nim.

Verificou-se que houve emergéncia de insetos apenas na testemunha.
Consequentemente, somente no tratamento testemunha foi registrado valores de
periodo larva-adulta, peso de adultos, razéo 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 individuos de D. speciosa submetidos a

aplicacdo das formulacdes de nim utilizando diferentes ligninas como polimero.

Tratamentos Insetos emergidos Sobrevivéncia (%)

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 realizacdo da analise estatistica.

Os resultados encontrados no presente estudo evidenciam a eficacia das
formulagdes utilizando os extratos vegetais sobre a mortalidade da D. speciosa,
alcancando resultados semelhantes ao inseticida fipronil, sob condicOes

controladas de laboratorio.

4.5.3 - Diatraea saccharalis

Em busca de verificar se as formulacdes do extrato de nim teriam
atividade contra a D.saccharalis, os ensaios biologicos foram desenvolvidos em
nosso laboratério e os insetos foram cedidos pela Usina Bonfim-Guariba/SP
(grupo Raizen) 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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formulagdes foram testadas nas concentracOes de 2,0 e 5,0 g azadiractina e no
segundo experimento as formulagdes na concentracdo de 5,0 pg azadiractina,
foram dispersas na superficie de um pedaco de cana-de-acUcar, sendo 0s insetos
exposto a essa alimentacao.

No primeiro experimento, utilizando a dieta artificial, foi possivel
observar mortalidade total dos insetos alimentados com a dieta composta pela
formulagdo usando a Lig 3_Ac, tanto na concentracdo de 2,0 ug, quanto na de
5,0 pg de azadiractina. No entanto, as outras formulagdes utilizando as demais
ligninas tiveram eficacia total em apenas 12 dias, nas duas concentracfes
testadas. O extrato bruto apresentou uma mortalidade mais lenta quando
comparada as formulagbes (FIGURA 4.24). As lagartas pertencentes ao
controle alcangaram a fase adulta.
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FIGURA 4.24 - Curva de mortalidade da D. saccharalis alimentadas com as

formulacgdes de nim.
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Com esse experimento é possivel afirmar que o extrato de nim apresenta
atividade superior ao extrato sem protecdo, possivelmente devido a baixa
degradacédo da azadiractina durante os primeiros dias de contato do individuo
com os principios ativos. Observou-se o pequeno crescimento dos individuos
que se alimentaram da dieta artificial com a presenca dos principios ativos e na
os individuos que se alimentaram apenas da dieta, apresentaram

desenvolvimento normal (FIGURA 4.25).

a) b)
FIGURA 4.25 - Larvas de D. saccharalis: a) Individuos alimentado com

formulacéo de nim na dieta; b) individuo controle.

No segundo experimento, onde os insetos foram alimentados com
pedacos de cana-de-agucar com a presenca das formulacdes, foi possivel
observar uma longevidade maior no seu ciclo bioldgico. O grupo controle se
alimentando apenas com a cana-de-agucar ndo completou seu ciclo em 60 dias,
possivelmente por interferéncia dos fungos proveniente dos pedacos de cana-de-

acucar, no entanto, nao ocorreu a morte de nenhum individuo.
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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
periodo se observava grande atividade das formulagbes. Apos 25 dias, apenas
20% dos insetos apresentaram mortalidade, por outro lado, as formulagdes

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-acucar e as formulacdes de nim.

A FIGURA 4.27 mostra a diferenca de desenvolvimento dos insetos que
se alimentaram com o pedaco de cana-de-aclcar com as formulacbes e 0s
insetos que se alimentaram apenas da cana-de-acUcar. Os insetos da FIGURA
4.27a apresentaram coloracdo 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 - Individuos de D. saccharalis alimentados com pedacos de
cana-de-acucar: a) alimentados com a cana-de-acucar e formulacdo; b)

alimentados apenas com cana-de-agucar.

4.6.4 - Anticarsia gemmatalis

Os ensaios contra a A. gemmatalis foram desenvolvidos no Laboratorio
de Entomologia Agricola da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade
Oeste Paulista — Presidente Prudente/SP, coordenados pela professora Dra
Vania Maria Ramos. As lagartas foram inoculadas a dieta no 1° instar. Nesse
experimento utilizou-se apenas as formulag6es utilizando a Lignina 3 e 4, com a
concentracdo de 3,0 pg de azadiractina. As lagartas apresentaram alta
sensibilidade ao produto, assim, avaliou-se a atividade da lignina pura, para

confirmar se havia influéncia do polimero 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) ndo apresentaram mortalidade, alcan¢ando assim, os individuos a vida
adulta. A formulacdo utilizando a Lig 4 apresentou uma mortalidade mais
acentuada nos primeiros dias, no entanto, tanto ela, quanto a formulagéo
utilizando a Lig 3 e o extrato bruto sem protecdo apresentaram mortalidade de
100% em 6 dias de avaliacdo. Na FIGURA 4.29 é possivel observar efeito das

formulagdes sobre a lagarta.
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a) b)

FIGURA 4.29- Lagartas de A. gemmatalis: a) lagarta alimentada com dieta

artificial e formulagdes; b) lagarta alimentada apenas com a dieta artificial.

Em trabalho desenvolvido por Jakoby (2008), o potencial inseticida do
0leo de nim foi avaliado contra a A. gemmatalis através do consumo foliar
pulverizada com o 6leo em trés concentracdes (0,5; 1,5 e 2,5%). Verificou-se
que o Gleo de nim reduziu o consumo foliar, provocou deformacdes nos insetos
e causou indice de mortalidade superior a 98% nas duas maiores concentracfes
e observou-se que os efeitos provocados nas lagartas de A. gemmatalis foram
mais evidentes, quanto menor o intervalo entre a aplicacdo e o inicio da
alimentacéo das lagartas (JAKOBY, 2008).

Os resultados obtidos com as formulacbes de nim foram significativas,
principalmente pelo pouco tempo de dias que observou-se a mortalidade total. A
A. gemmatalis se mostrou altamente sensivel a alimentacdo com a presenca do

nim.
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5 -CONCLUSAO

O método escolhido para a extracdo de ligninas, a polpacdo alcalina, se
mostrou uma técnica rapida, facil e mais limpa ambientalmente, além de
reprodutivel. A oxidacao utilizando o H,0, foi escolhida primeiramente por sua
caracteristica ambientalmente correta, pois este ndo gera residuo, no entanto,
este método foi muito brando para produzir a hidrolise na macromolécula da
lignina. Porem, o mesmo ocasionou mudancas morfologicas na estrutura da
lignina e a acetilacdo das ligninas teve como intuito obter amostras de ligninas
mais solUveis, tornando maiores as possibilidades de caracterizagéo.

As ligninas extraidas pelo reator apresentaram rendimento superior a
lignina obtida por autoclave e as mesmas foram produzidas para verificar se
haveria diferencas fisicas e quimicas com o aumento da temperatura. Através da
analise quimiometria de RMN de !H, observou-se que ndo havia diferencas
quimicas, assim, foram as ligninas obtidas por autoclave as escolhidas para a
continuidade do trabalho.

O desenvolvimento de metodologia de preparacdo das microparticulas do
extrato vegetal de nim foi eficaz, pois as microparticulas apresentaram protecédo
ao extrato vegetal. Os estudos de estabilidade, promovidos na camara de

degradacdo (UVA-UVC) e de temperatura, monitorados pelo conteudo de
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azadiractina via CLAE-UV, comprovaram a eficiéncia do uso de ligninas na
protecdo da azadiractina quando utilizadas como envoltorio.

Os ensaios bioldgicos sobre a S. frugiperda, D. speciosa, D. saccharalis e
A. gemmatalis corroboraram com os dados de protecdo gerado pelo uso da
lignina como envoltério do extrato vegetal.

Foi possivel 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 obtencdo, menor custo e maior rendimento.
Adicionalmente, foi observado que os aditivos de protecdo ultravioleta e
térmicos inseridos nas formulagbes nédo tiveram efeitos mediante o teste de

degradacéo a radiacdo UV da azadiractina.
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