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RESUMO

HORN, Martha B. Nano-microencapsulamento por Precipitagcdo polimérica, do
6leo de Nim: caracterizacdes e aplicacdes para controle de Acaro Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae). Porto Alegre. 2019. Tese. Programa de POs-
Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de biopesticida a
base de 6leo de Nim nanoencapsulado com polimeros biodegradaveis para o controle
do acaro Tetranychus urticae. Inicialmente foi realizada a caracterizacdo do 6leo
utilizando as técnicas de HPLC-DAD, LC-MSMS, GCMS e TGA. Nanosuspensdes
foram entdo preparadas com poli 4cido lactico (PLA) ou poli €-caprolactana com o
intuito de melhorar a protecao térmica e fotoquimica do principio ativo Azadiractina e
controlar a sua liberacéo. A caracterizacao das nanosuspensdes foram realizadas por
DLS, MET, HPLC-DAD e pH, os resultados indicaram tamanhos de nanocapsulas
entre 215 e 289 nm, indice de polidispersdao de 0,13 a 0,25 e eficiéncia de
encapsulamento superior a 93 %. Cabe destacar, melhor desempenho do PLA frente
ao PCL, assim como a evaporacdo de solvente por rotaevaporacdo. Tanto o Oleo
como as hanosuspensdes avaliadas apresentaram excelente acéo biopesticida tanto
em relacdo a mortalidade quanto na reducéo da oviposi¢do do acaro, destacando-se
a amostra NC13Ra (PLA 0,1%) como a mais efetiva. Esses resultados sugerem a
possibilidade do uso do PLA como matriz polimérica alternativa e competitiva ao PCL

para o hanoencapsulamento do 6leo de Nim visando seu uso como biopesticida.

Palavras-Chaves: Nanoprecipitacdo, polimeros biodegradaveis, 6leo de Nim,

Tetranychus urticae.



ABSTRACT

HORN, Martha B. Polymeric Precipitation Nano-microencapsulation of Nim oil:
characterizations and applications for the control of Tetranychus urticae mite
(Acari: Tetranychidae). Porto Alegre. 2019. PhD Thesis. Graduation Program in
Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF
RIO GRANDE DO SUL.

The present work aims the development of biopesticide based on biodegradable
nanoencapsulation Neem oil for the control of the Tetranychus urticae mite. Initially oil
characterization was performed using HPLC-DAD, LC-MSMS, GCMS and TGA
technigues. Nanosuspensions were then prepared with poly lactic acid (PLA) or poly
E-caprolactan in order to improve the thermal and photochemical protection of the
active ingredient Azadiractin and to control its release. The characterization of
nanosuspensions were made by DLS, MET, HPLC-DAD and pH with results indicating
nanocapsule sizes between 215 and 289 nm, polydispersity index from 0.13 to 0.25
and encapsulation efficiency greater than 93%. It should be noted, better performance
of PLA compared to PCL, as well as solvent evaporation by rotation and evaporation.
Both the oil and the nanosuspensions evaluated showed excellent biopesticide action
both in relation to mortality and reduction of mite oviposition, highlighting the NC13Ra
(PLA) sample as the most effective. These results suggest the possibility of using PLA
as an alternative and competitive polymer matrix to PCL for Neem encapsulation of

Neem for its use as a biopesticide.

Key-words: Nanoprecipitation, biodegradable polymers, Neem oil, Tetranychus

urticae.
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1. INTRODUGAO

A populacdo mundial, nos dltimos 20 anos, aumentou em torno de 20% (Banco
Mundial, 2017) e com essa elevacdo surgem grandes desafios, principalmente
relacionados a oferta de alimentos essenciais e combustiveis, cujo fornecimento é
dependente da agricultura. Com esse crescente, ha a necessidade da ampliacdo do
uso de fertilizantes quimicos e pesticidas, causando a escassez de recursos naturais
e limitacdes de produtividade de culturas (Kumar et al., 2019).

O wuso indiscriminado de pesticidas é uma preocupacdo constante,
principalmente em relacdo ao meio ambiente e a saude do agricultor e do consumidor.
Estima-se que 90% dos pesticidas aplicados sdo degradados antes de alcancar o seu
objetivo, devido a fatores como a umidade, chuvas, ventos, radiacdo solar e
temperatura (Ghormade, Deshpande e Paknikar, 2011; Balaure, Gudovan e Gudovan,
2017). Sua utilizacdo também pode diminuir a qualidade dos alimentos e solos,
principalmente desestabilizando a flora microbiana (Chhipa, 2017), limitando assim a
produtividade (Kumar et al., 2019). O uso de pesticidas sem restricoes e a falta de
seletividade destes produtos podem levar a eliminag&o de inimigos naturais, causando
o rapido crescimento de pragas. Além disso, muitos insetos e microrganismos criam
resisténcia a estes produtos (Mogul et al., 1996; Kumar et al., 2019).

A preocupacdo com 0 uso sustentavel dos recursos naturais tem levantado
importantes questdes ambientais, como 0 escoamento e acumulagao de fertilizantes
e pesticidas, alimentos de boa qualidade e a preocupagédo com a saude da populacéo.
Surge com isso a necessidade de melhorar as préticas agricolas convencionais, com
a utilizacao de tecnologias avancadas como a nanotecnologia, sistemas eficientes e
sustentaveis, com controle adequado de pesticidas (Ali et al., 2014; Kumar et al.,
2019).

A nanotecnologia é uma abordagem interdisciplinar e inovadora com
desenvolvimento de materiais em escala nanométrica, ou seja, um bilionésimo de

metro. O uso da nanotecnologia na agricultura esta entre os mais importantes campos
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de sua aplicacéo. E possivel obter vantagens na melhoria qualitativa dos alimentos
sob teor nutricional, ter insumos agricolas reduzidos, qualidade da agua, tratamento
de sementes, controle de pragas-alvo, distribuicdo de fertilizantes e maior prazo de
validade. Ocorrendo uma remodelacao na agricultura e da producao a fim de atender
as demandas de producéo de maneira eficiente, sustentavel e rentavel (Ali et al., 2014,
Jampilek e Kral'ova, 2017; Kumar et al., 2019).

Dentre as diferentes nanotecnologias cabe destacar as nanoformulaces que
sdo compostas por dois componentes principais: ingrediente ativo e um
nanocarregador. As nanoformulacbes sdo amplamente pesquisadas na agricultura,
seu uso se da em nanofertilizantes, nanoinseticidas, nanofungicidas, nanoherbicidas,
principalmente por ser caracterizada pela liberacdo controlada do principio ativo. Suas
nanoformulagdes séo variadas desde polimeros biodegradaveis, a particulas de silica,
prata e cobre (Jampilek e Kral'ova, 2017).

Com a preocupacdo na diminuicdo do uso de insumos agricolas, 0s
biopesticidas se apresentam como uma alternativa. A partir da sua utilizacdo é
possivel reduzir a quantidade de residuos quimicos no alimento, pois estes produtos
decompdem-se rapidamente e fornecem uma prote¢cédo natural a planta (Czaja et al.,
2014). Entre os biopesticidas mais pesquisados encontra-se os derivados do Nim,
com o principal principio ativo a Azadiractina.

A Azadiractina indica A. juss (Nim) € uma arvore cujas folhas, frutos e sementes
apresentam caracteristicas como inseticidas, acaricidas e fungicidas. Para tal, tem se
mostrado um bom substituto a pesticidas quimicos ja conhecidos. Apresentando
caracteristicas desejaveis de um pesticida botanico (Forim, 2014a), como rapida
degradacéo, potente agéo inseticida e baixa toxicidade.

O 6leo e/ou extrato de Nim sdo compostos por triterpendides, sendo o principal
deles a Azadiractina. Porém esse composto é termo e fotossensivel, dificultando seu
uso na agricultura. Uma forma de protegé-lo se da com a utilizagdo da nanotecnologia,
tornando seu principio ativo estavel. Forim et al. (2013) propds nanoformulacdes de
Oleo e extrato de Nim, utilizando poli €-caprolactana (PCL) como matriz polimérica e
aplicaram em larvas de Plutella Xylostella obtendo resultados satisfatorios com o 6leo
de Nim, demonstrando boa estabilidade e capacidade de dispersdo em meio aquoso.
Ja Carvalho e seus colaboradores (2015) utilizaram de PCL e PHB (Poli- B-
hidroxibutirato) para combater a ovos e ninfas de Bemisia tabaci apresentando

mortalidade de no minimo 50% das ninfas. Porém nenhum estudo foi encontrando
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utilizando PLA, como base polimérica encapsulante para o 6leo de Nim e aplicacdes
de nanoformulacdes polimérica com acaros Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae).

O acaro Tetranychus urticae, ou acaro rajado, tornou-se um sério problema no
Brasil, principalmente nos cultivos de morango, uva, feijao e péssego. Os danos
causados por esta espécie de acaro é a descoloracéo das folhas, lesdo esta que pode
levar desde a perda das folhas até a morte das plantas (Martinez-Villar et al., 2005;
Veronez, Sato e Castro, 2012; Castro et al., 2015). O controle dos acaros vem sendo
realizado exclusivamente com uso de pesticidas quimicos, como: organofosforados,
organoclorados, carbamatos, piretréides, arsenicais, pirazois ou formamidina, que
provocam grande impacto ambiental. Estes produtos ndo séo seletivos e nao
apresentam eficiéncia, mesmo com aplicacdes regulares, devido a resisténcia dos
acaros ou a ressurgéncia destes, e a eliminacdo de predadores. Os biopesticidas
surgem como opc¢ao para este controle com menor toxicidade, entre eles o éleo de
Nim, cujos estudos realizados demonstraram potencial acaricida (Martinez-Villar et al.,
2005; Veronez, Sato e Castro, 2012; Hanifah et al., 2011; Sundaram et al., 1995).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um nanobiopesticida a
base de 6leo de Nim por nanoprecipitacdo polimérica para aplicacdo no controle do

acaro T. urticae.

2.1. Objetivos Especificos

Caracterizar o 6leo comercial Azamax — Oleo de Nim, através das técnicas de
LC-MSMS e GCMS e desenvolver e validar metodologia analitica de dosagem de
Azadiractina A no Oleo Azamax por HPLC-DAD;

Otimizar a técnica de nanoprecipitacdo polimérica para o 6leo comercial
Azamax, comparando dois polimeros biodegradaveis, PCL e PLA, e dois processos
de evaporacao de solvente, liofilizacéo e rotaevaporacao;

Caracterizar as nanosuspensdes coloidais obtidas por diferentes técnicas
(DLS, MET, pH) e avaliar suas estabilidades em diferentes temperaturas de
estocagem;

Avaliar a liberacdo do principio ativo, Azadiractina A, das nanosuspensfes
coloidais, bem como a protecao térmica e fotoquimica do encapsulamento;

Obter e caracterizar o biopesticida na forma de pé, a partir das nanosuspensdes
coloidais com o auxilio de adjuvante SiO2, e comparar duas técnicas de secagem,
spray drying e Liofilizacéao;

Estudar a acdo do 6leo de Nim e do produto encapsulado como acaricida frente
ao T. urticae.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Pesticidas

Pesticidas ou praguicidas sao substancias ou misturas utilizadas com o objetivo
de impedir, destruir ou repelir pragas podendo ser de origem sintética organica
(quimica) ou natural (biopesticidas) (Balaure, Gudovan e Gudovan, 2017). Essas
substancias sao utilizadas para combater e/ou repelir pragas como: fungos, bactérias,
nematoides, insetos, acaros, moluscos, passaros, roedores e outros organismos, que
possam prejudicar a producéo de alimentos e a saude humana (Sarwar e Salman,
2015). Esses produtos sdo amplamente utilizados, devido a sua eficiéncia, facil
aplicacao, disponibilidade e baixo custo (Balaure, Gudovan e Gudovan, 2017).

Os pesticidas apresentam varios problemas como: baixa solubilidade do
principio ativo em &gua, comportamento ndo seletivo, liberagdo descontrolada
causando uma seérie de inconvenientes, entre eles aplicacdo nédo seletiva que podem
atingir agentes polinizadores, como aves e insetos. Além disso, estas substancias
apresentam caracteristicas lipofilicas, inserindo-se na cadeia alimentar, pois tendem
a acumular-se nos tecidos adiposos, tornando-se assim bioacumulativos. Outro ponto
importante ao uso destes produtos esta relacionado a saude humana, ja que podem
causar diversos problemas como: alergias, obesidade, cancer, disturbios
neuroldgicos, problemas endocrinos (Balaure, Gudovan e Gudovan, 2017; Kumar et
al., 2019).

Além dos problemas relacionados acima existe a resisténcia de insetos devido
ao uso indiscriminado destes produtos (Moreira et al.,, 2005), aumentando a
guantidade de patégenos (Ghormade, Deshpande e Paknikar, 2011), reduzindo a
biodiversidade do solo e dificultando a fixacdo de nitrogénio (Tilman et al., 2002),
causando a escassez dos recursos naturais e limitando a produtividade (Kumar et al.,
2019).
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Apesar do seu uso indiscriminado estima-se que até 90% dos pesticidas
aplicados sdo degradados antes de alcancar o objetivo (Ghormade, Deshpande e
Paknikar, 2011), devido a fatores como: umidade, chuvas, ventos, radiacao solar e
temperatura (Balaure, Gudovan e Gudovan, 2017).

Devido aos problemas apresentados, a necessidade de maximizar a eficiéncia
e minimizar os prejuizos, a proibicdo de alguns paises com a utilizacdo de alguns
agroquimicos e suas quantidades e ao desenvolvimento da agricultura organica, o0s
inseticidas quimicos, ou a forma como estdo sendo aplicados, estao perdendo espaco
no mercado para os inseticidas naturais ou biopesticidas ou ainda nanopesticidas
(Moreira et al., 2005; Shennan et al., 2017; Kumar et al., 2019).

A agricultura orgénica € limitada por varios obstaculos, como: falta de
informacdo, politicas de inexistentes, infra-estrutura fraca, percepcdes errbneas e
muitos desafios econémicos (Kumar et al., 2019). Representa um segmento ainda
com pouca producdo, menos de 1% das terras agricultaveis globais e sua venda em
varejos de alimentos, menos de 5%. Porém em paises desenvolvidos € um dos
setores de alimentos que mais cresce devido a grande busca por qualidade de vida
(Shennan et al., 2017; Albuquerque et al., 2019). Além de apresentar beneficios
ambientais, humanos e sociais, pois em sua produc¢dao utilizam-se defensivos naturais
e produtos com valor agregado, oferecendo novos mercados e maior retorno

financeiro (Shennan et al., 2017).

3.1.1. Biopesticidas

Biopesticidas sédo pesticidas derivados de materiais naturais como plantas,
animais, bactérias e certos minerais que possuem substancias que naturalmente
controlam as pragas, apresentando baixa toxicidade (Martin et al., 2012; Ghodake et
al., 2018; United States Environmental Protection Agency, 2017).

Em 2015, os biopesticidas, correspondiam cerca de 2% dos pesticidas
utilizados, mas a sua utilizacao otimizada vem crescendo 10% ao ano (Kumar e Singh,
2015). Segundo a EPA em abril de 2016 haviam 299 biopesticidas registrados no
mercado norte americano.

Os biopesticidas derivados de plantas, também conhecidos como pesticidas
botanicos, sdo compostos de acao inseticida e/ou repelentes obtidos de diferentes

tipos de plantas (Moreira et al., 2005). Provou-se que essas substancias séo
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biodegradaveis, sustentaveis e livres de residuos, o que chamou a atencdo de
pesquisadores, pois ha uma grande biodiversidade de vegetais com substancias
biologicamente ativas (fitoquimicos) (Gahukar, 2014).

Estes pesticidas naturais apresentam amplo espectro de acéo, rara
persisténcia bioacumulativa e moderada toxicidade, causando um efeito pouco téxico
aos mamiferos, porém podem ser téxicos aos invertebrados aquaticos (Sarwar e
Salman, 2015). Segundo El-Wakeil (2013), além destes aspectos apresentados, estes
agem e degradam-se rapidamente. Apresentando ndao somente a capacidade de
repeléncia, mas também por possuir efeitos de pesticidas de contato, fumegantes
contra pragas especificas e acfes fungicidas. Seu modo de acdo ocorre normalmente
por interagdo bioquimica, agindo nas enzimas e proteinas das pestes.

Entre as espécies mais conhecidas estdo as familias das plantas Meliaceae,
Rutacease, Asteraceae, Labiatae e Canellaceae (Moreira et al., 2005). Na familia da
Meliaceae, a arvore que atualmente esta sendo mais utilizada é a Nim, (Azadirachta
indica A. Jussieu, Meliaceae), utilizada para fins medicinais e como matéria-prima
para biopesticidas. A arvore de Nim é cultivada na América Latina, Africa, Austrélia,
india e China (Gahukar, 2014).

3.1.2. Arvore do Nim (Azadirachta indica A. Jussieu, Meliceae)

A Azadirachta indica A. Jussieu, também conhecida como arvore de Neem ou
Nim é nativa do Oriente, sul da Asia. Conhecida h& séculos por possuir diversas
propriedades como planta medicinal (anti-inflamatoério, contra hipertensao, febre,
infecgbes virais), repelente, combustivel, adubo, lubrificante e mais recentemente
como praguicida (Mossini e Kemmelmeier, 2005).

A arvore do Nim quando adulta apresenta altura entre 15 a 25 metros, caule
marrom-escuro para cinza, possui folhas em abundéancia na cor verde-escura, folhas
brancas e aromaticas (Figura 1) (Brito, 2013). Cresce rapidamente, tolera um solo
pobre ou degradado, condicdes de clima semi-arido (Morgan, 2009). Frutos
apresentam coloracdo verde-clara e quando maduros, amarelados com apenas uma

semente, rodeada por polpa branca (Brito, 2013).
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Figura 3.1. Arvore de Nim (a), frutos e folhas (b) e semente (c) em detalhe (Fonte: Alves, 2007)

As arvores de Nim com aproximadamente 15 anos de idade, podem produzir
em torno de 20 kg de fruto, isto corresponde a 2 kg de semente, que serdo utilizadas
para a obtencdo do 6leo de Nim (Ley, Denholm e Wood, 1993; Alves, 2007). Estas
sementes sao ricas em 06leo ndo comestivel, em torno de 40% (Morgan, 2009). As
folhas sdo comumente utilizadas para a protecdo destes graos até a sua prensagem
a frio (Ley, Denholm e Wood, 1993).

O Nim como arvore inseticida, surge no mundo ocidental, na década de 1950.
Através do professor Heinrich Schmutterer (Universidade de Griessen, Alemanha), ao
constatar que foi a Unica planta que permaneceu intacta apds a migracdo de
gafanhotos (Schistocerca gregaria) no Sudéo (Silva, 2010).

No Brasil, foi introduzida em 1986, pelo Instituto Agronémico do Parana —
IAPAR, com sementes vindas das Filipinas, em 1989 e apds de trés diferentes paises,
india, Nicaragua e Republica Dominicana. Hoje esta disseminada em todo o pais
(Martinez, 2002).

Na regido Nordeste do Brasil (bhioma Caatinga), a arvore do Nim ja produz frutos
em escala industrial e também ¢é utilizada na producdo de madeira. Nas regiées Sul
(noroeste do Parand), Sudeste (exceto caatinga mineira), Centro-Oeste e Norte, a
arvore é utilizada somente para a producao de frutos e sementes para extracdo de

6leo (Neves e Carpanezzi, 2008).
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3.1.2.1. Azadiractina ou Azadiractina A (AZA-A)

O oleo de Nim, presente na semente do fruto, apresenta alto potencial
repelente, inseticida, antimicrobiana. Os compostos que apresentam esta
caracteristica sdo os limonoides, substancias amargas, conhecidas como meliacinas
ou tetranotriterpendides (Silva, 2010, Rawat et al., 2017). Acredita-se que em torno de
550 espécies de insetos artrépodes, apresentem alguma sensibilidade a estes
compostos (Gahukar, 2014; Rawat et al., 2017).

Apresenta em sua composicao pelo menos 9 limondides potencialmente capaz
de bloquear o crescimento de pragas agricolas (Mossini e Kemmelmeier, 2005). A
complexa mistura de ingredientes ativos e sistémicos protegem toda a planta e séo
de amplo espectro. Na sua composi¢cdo apresentam diversos compostos, entre eles
Salannim, Meliantriol, Nimbim, Azadiractina A, B, C, D, E, F e G. Dentre estes
compostos 0 mais biologicamente ativo e mais difundido é Azadiractina A ou
Azadiractina (Bebashri e Tamal, 2012).

A Azadiractina, possui formula molecular (CssH44016), apresentando 16
estereoisbmeros, 7 carbonos quaternarios e 9 secundarios (Figura 2). Os grupos
funcionais presentes sado: 4 ésteres, 2 grupos hidroxi, hemiacetal, epoxido e
dihidrofurano. Devido a este elevado numero de grupos funcionais, suas proximidades
e a presenca de oxigénio nestes grupos, o composto Azadiractina é facilmente
oxidado e bastante reativo (Forim, 2006; Ley, Denholm e Wood,1993; Morgan, 2009).
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Figura 3.2. Formula estrutural da Azadiractina A. (Fonte: Morgan,2009).

A Azadiractina é uma substancia nao volatil, altamente polar, solivel em

solventes polares (metanol e etanol) e ligeira solubilidade em agua (Morgan, 2009).
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Devido a sua instabilidade quimica é facilmente degradada por diversos fatores, como:
temperatura, fotodegradacao, microrganismo; e se aplicada ao solo, pH e umidade
(Forim, 2006). Alguns pesquisadores afirmaram que este composto se degrada entre
3 a 8 dias no solo (Mossini e Kemmelmeier, 2005; Sundaram e Sundaram, 1996;
Carvalho et al., 2015) e na 4gua apresentam uma longevidade maior entre 8 e 13 dias
(Sundaram e Sundaram, 1996). Por este motivo, existem muitas pesquisas para tornar
0 principio ativo mais estavel, sofrendo menos influéncia de agentes externos.

Pesquisas recentes tém utilizado micro ou nanoestruturas com o objetivo de
tornar a AZA-A mais estavel, facilitar a solubilizacdo e dispersdo de substancias
lipofilicas em &gua, dar maior mobilidade e diminuir sua toxicidade (Forim et al, 2013,
Balaure, Gudovan e Gudovan, 2017, Carvalho et al., 2015, Jampilek e Kral'ova, 2017,
Riyajan e Sakdapipanich, 2009, Roy et al., 2014, Jerobin et al., 2012, Costa et al.,
2013, Oliveira et al., 2014).

A Tabela 1 apresenta alguns estudos de maneiras diferenciadas de dispor esse
composto, com o objetivo de protegé-lo da fotodegradacgéo, temperaturas elevadas,
alteracdes de pH e umidade, e favorecendo a liberacao controlada.
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Tabela 3.1. Publicacdes com Azadiractina ou 6leo de Nim em estruturas diferenciadas.

Forma Material utilizado Principio Ativo Autor
Particulas Carboximetil — Padrdo de Azadiractina Feng e Peng, 2012
quitosana 98%
Nanoparticulas Prata Extrato de Nim Rather et al., 2016

Microcapsulas

Micro/nanocapsulas

Nano-
microencapsulado

Nanocapsulas

Nanocapsulas

Nanocapsulas,
Nanosesferas

Nanoesferas
Microemulsao
Nanoemulsao

Nanoemulsao

Nanocompdsitos

Nanomicelas

Nanoformulacdo
Nanopatrticulas
Nanoemulséo
Nanofibra

Nanoparticulas

Poli (vinil acetato)

PCL, PHB

Lignina

PCL

PCL, PHB

PCL, PHB, PMMA

PCL
Tween 80, SDBS
Tween 20

Alginato de
s6dio/PEG

PVA/Alg-MMT

PEG, PVC

TiCl4

Prata

PHBV
PVA, Quitosana

TiO2

Extrato de Nim

Extrato e 6leo de Nim

Extrato de Nim

Oleo de Neem

Oleo de Nim

Extrato de Nim

Oleo de Nim
Oleo de Nim
Oleo de Nim

Oleo de Nim

Oleo de Nim

Isolado de Azadiractina
25%

Goma de Nim
Extrato de Nim
Oleo de Nim
Extrato de Nim

Extrato de Nim

Riyajan e Sakdapipanich,
2009

Forim et al., 2013
Costa, 2014
Pasquoto-Stigliani et al.,
2017
Carvalho et al., 2015

Giongo, Vendramim e
Forim, 2015

Costa et al., 2013
Xu et al., 2010
Anjali et al., 2012

Jerobin et al., 2012

Rashidzadesh et al., 2013

Kumar et al., 2010

Kamaraj et al., 2018
Roy et al., 2017
Mendonga, 2019

Aliet al., 2019

Thakur, Kumar e Kumar,
2019
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Nanoparticulas Zeina! do milho Oleo de Nim Pascoli et al., 2019

PCL - Policaprolactano, PHB — polihidroxibutirato, PEG — Polietilenoglicol, SDBS — Dodecilbenzenossulfonato de sédio, PMMA
— Polimetiimetacrilato, PVC — Cloreto de Polivinil, PVA/Alg-MMT — Alcool Polivinilico/Alginato de Montmorrilonita, PVA — Alcool
Polivinilico, PHBV — Polihidoxibutirato-co-ivalerato.

Dentre os trabalhos indicados na Tabela 1 cabe destacar a utilizacdo do 6leo
e/ou extrato de Nim na sintese de diferentes estruturas com a justificativa de elevar a
eficiéncia e solubilidade, além de evitar a degradacao precoce do produto (Kumar et

al., 2019; Jampilek e Kral'ova, 2017; Chandra e Rustgi, 1998).

3.1.2.2. Mecanismos de A¢ao da Azadiractina

A Azadiractina vem sendo muito estudada para identificar seu modo de acéo,
além do cuidado com a toxicidade. Além de insetos, esse principio ativo pode
influenciar outros organismos como nematdéides, caramujos, crustaceos, viroses de
planta e fungos e estimular em aproximadamente 25% no aumento de minhocas,
melhorando o solo (Mossini e Kemmelmeier, 2005).

Segundo Hummel, Hein e Schmutterer (2012) a Azadirachtina apresenta a
funcao de biopesticida, pois ela tem a capacidade de regular o crescimento de insetos
e artropodes. O principio ativo interfere na sintese de RNA e no metabolismo dos
horménios cerebrais das pestes agricolas.

El-Wakeil, N. E. (2013) reporta que a AZA, bloqueia as glandulas protoraxicas,
causando o crescimento incompleto: ecdise e em fémeas adultas a esterilidade.
Apresenta baixa toxicidade a mamiferos, peixes e polinizadores, pois a sua acéo €
rapidamente degradada pela luz solar. Segundo Nuruzzanam et al. (2016), a
Azadirachtin-A apresenta baixa toxicidade se comparado a outros compostos naturais,
possui um DLso para ratos >5000 mg kg, enquanto a nicotina, por exemplo, apresenta
DLso de 50 mg kg™.

1 Zeina do milho é uma proteina extraida do endosperma do gréo de milho.
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Mossini e Kemmelmeier (2005) reportaram outros efeitos sobre pragas como:
efeito antialimentar, regulador de crescimento, interacdes nas funcdes bioquimicas e
fisiologicas, repeléncia ao depositar ovos, até a morte.

A Azadiractina apresenta também atividade antifingica, com potencial controle
de fitopatégeno indicando a presenca de compostos com caracteristicas elicitores? ou
antimicrobiana. Na acéo fungitdxica direta ocorre a inibicdo do crescimento micelial e
a germinacdo de esporos e a capacidade de inducdo do acumulo de fitoalexinas
(Schwan-Estrada, Stangarlin e Cruz, 2000, Carvalho, 2010).

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, de baixo peso molecular e
produzidos por plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos e biolégicos, sendo
capazes de inibir a atividade patogénica. Em fungos o modo de acgéo inclui a
granulacao citoplasmatica, desorganizacao celular, ruptura de membrana plasmatica,
inibicdo de enzimas fungicas, causando a inibicdo da germinacdo e reducdo ou
inibicdo de crescimento micelial, germinacdo e alongamento do tubo germinativo
(Schwan-Estrada, Stangarlin e Cruz, 2000, LO, 1996, Carvalho, 2010, Stangarlin et
al., 1999).

A acdo acaricida do 6leo de Nim estd associada a sua eficiéncia como
repelente, regulador de crescimento, inibicdo da alimentacdo, baixa oviposicéo,
fecundidade e fertilidade, alteracfes de comportamento e alta mortalidade. Devido ao
seu curto efeito residual, rapida degradacdo apresentam baixa toxicidade ao homem,
e menor probabilidade de resisténcia artrépode-praga (Soto et al., 2010; Veronez,
Sato e Castro, 2012; Seifi, Moharramipour e Ayyari, 2018; Dorri et al., 2018; Martinez-
Villar et al., 2005).

A partir dos mecanismos de acao citados acima por diversos autores, entende-
se que o0 nanoencapsulamento pode ser uma excelente alternativa para dispor o

Azadirachtina ao meio com o auxilio da nanotecnologia realizando a protecdo deste o

2 Moléculas presentes em um organismo ou moléculas produzidas pela prépria planta que tem como

funcéo gerar a defesa.
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principio ativo. Esta nanoformulacdo poderia ser disposta através da irrigacdo ou

pulverizacdo para que possa fazer a protecao das plantas.

3.2. Nanotecnologia Aplicada a Liberacao de Pesticidas

Nanotecnologia € considerada pela Comissdo Europeia como 1 das 6 chaves
tecnologicas (Parisi, Vigani, Rodriguez-Cerezo, 2015), uma abordagem inovadora,
com potencial de revolucionar a agricultura. Esta tecnologia interdisciplinar que
envolve a concepcdo de desenvolvimento e aplicacdo de materiais em escala
nanometrica, com dimensdes que variam de 1 a 100 nm (Ali et al., 2014; Kumar et al.,
2019).

Entretanto, para algumas aplicagdes, o termo “nano” é aceito com pelo menos
uma das dimensfes da estrutura com tamanho até 500 nm. As formas podem ser
esféricas, hastes, tubos, irregulares; fase cristalina ou amorfa, sua composi¢cao
quimica pode ser metalica, de carbono, orgéanica, inorgéanica, poliméricas, entre outros
(Hayles et al., 2017).

A nanotecnologia na agricultura esta em rapido desenvolvimento, com a
introducdo de novos materiais e a preocupacdo com o meio ambiente. Nesta area a
nanotecnologia estd presente no desenvolvimento de dispositivos de controle de
pragas, nanopesticidas, nanofertilizantes, nanosensores (Hayles et al.,, 2017).
Empresas multinacionais, como Bayer, Monsanto, Syngenta e BASF, estédo
desenvolvendo e patenteando seus produtos nesta area (Hayles et al., 2017,
Nuruzzamam et al., 2016).

As aplicacbes da nanotecnologia na agricultura estdo presentes no tratamento
de sementes, germinacéo, crescimento e desenvolvimento de plantas, controle de
pragas, entrega de fertilizantes, deteccdo de agrotéxicos e patdégenos (Nuruzzanam
et al., 2016). O segmento com maior quantidade de pesquisas e patentes registradas
€ de nanopesticidas, estas formas de aplicacdes da nanotecnologia na agricultura
visam principalmente, a diminuicdo da porcao de pesticidas e elevacao na eficiéncia
das aplicacoes.

A nanotecnologia pode superar diversas limitacdes, fornecendo culturas de
qualidade e equilibrando os nutrientes. Além disso, pode auxiliar na qualidade da
agua, tratamento de sementes, controle de pragas, distribuicdo de fertilizantes e

reducéo de efeitos toxicos (Kumar et al., 2019).
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Nanopesticidas podem consistir de diferentes materiais (polimeros, metais,
inorganicos) e de diversas formas (micelas, nanoemulsdes, nanocapsulas,
nanoesferas, nanoparticulas) (Ragaei e Sabry, 2014). Podem ser tanto de pesticidas
quimicos ja existentes e com eficiéncia ja conhecida, como de biopesticidas que tem
como principio ativo bactérias, fungos, 6leos essenciais, entre outras substancias que
apresentam a caracteristica de repelir ou exterminar pragas.

Na Figura 3 séo apresentados os beneficios que os nanopesticidas podem

trazer ao homem e ao meio ambiente.

-+

Figura3.3. Beneficios da utilizagdo de nanotecnologia na agricultura.

W
-*.

Nanopesticidas agem por contato direto com insetos ou com a ingestao do
principio ativo, que estara localizado na superficie da planta ou na seiva (Figura 4).
Para que isso ocorra € preciso que o produto penetre no interior da planta, alcance os
vasos condutores e seja transportado por toda planta ou parte dela. O tamanho da
particula € muito importante para que ocorra a penetracdo do principio ativo de

maneira eficiente (Boehm et al., 2003).
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Figura 3.4. llustracdo da penetracdo de nanomateriais através das folhas e raizes (Fonte: Pérez-de-

Luque e Hermosin, 2013).

As adaptacdes da nanotecnologia para a agricultura apresentam desafios
diferentes e complexos. Os nanopesticidas necessitam atravessar varios tecidos e
barreiras antes de atingir o sistema vascular das plantas (Pérez-de-Luque e Hermosin,
2013). Apresentam comportamentos diferenciados em ambientes terrestres e
aguaticos; para tanto podem ser transportadas, dissolvidas ou coloidais, e dependem
do tipo de solo, tamanho de particula, parametros hidraulicos, textura do material e
quantidade de matéria organica, no meio em que sera inserida (Kah e Hofmann,
2014).

3.2.1. Nanoformulacdes poliméricas

Nanoformula¢gdes € uma combinacdo dos principios ativos com surfactantes,
polimeros e ou particulas metélicas (Kah et al., 2014) apresentando estruturas em
escalas nanométricas. Os surfactantes tém como funcgdes facilitar a emulséo entre
Oleo e agua, ou vice-versa, e aumentar a solubilidade de oleos em agua. Ja os
polimeros e particulas metalicas podem promover a protecédo, estabilidade e a
liberacdo controlada do principio ativo (Oliveira et al., 2014).
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Existem diferentes tipos de nanoformulacdes, as principais ou mais comuns,
sdo: nanocapsulas, nanoesferas, micelas e nanogeéis. Nas nanoesferas o principio
ativo esta homogeneizado e distribuido na matriz polimérica.

As micelas sé@o portadoras de bioativos, ideais para pesticidas insollveis em
agua. Sao materiais capazes de se auto-montar, devido as suas propriedades
anfifilicas, e formar micelas esféricas em solucédo aquosa. Mantendo as extremidades
hidrofilicas, como revestimento externo e as extremidades hidrofobicas, como nucleo
(Nuruzzanam et al., 2016).

Nanogéis sao dispersdes aquosas de particulas de hidrogéis, apresentam um
grande potencial para armazenar compostos ativos, muito utilizado para farmacos.
Apresentam alta capacidade de armazenamento, estabilidade e capacidade de
resposta a fatores como: forca ibnica, temperatura e pH. Na Figura 5 € possivel

verificar as diferencas destes quatro tipos de estruturas (Nuruzzanam et al., 2016).

Nanocapsula Nanoesfera Micelas Nanogel

Figura 3.5. Imagens de diferentes tipos de nanoestruturas (Fonte: Nuruzzanam et al., 2016).

As nanocapsulas foram utilizadas neste trabalho por ser um sistema moderno
de protecdo na agricultura, pois tem a capacidade de liberacdo controlada do
pesticida, elevando a solubilidade do principio ativo, protegendo da degradacao
prematura, aumentando a estabilidade do composto de interesse.

Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares constituidos por membranas
poliméricas encapsulando compostos ativos em seu interior. Possuem uma disposi¢ao
ndcleo-casca, na qual o involucro é constituido por estrutura ou revestimento
polimérico e as substancias ativas sao dissolvidas no nucleo. Substéncias estas
encapsuladas de maneira instantdnea durante a sua formacdo (Nuruzzanam et al.,
2016).
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Segundo Mora-Huertas, Fessi e Elaissari (2010), a vesicula interna pode conter
substancias liquidas, solidas ou dispersdo molecular, podendo ser hidrofébicas ou
hidrofilicas, transportando as substancias ativas.

As nanocépsulas podem ser preparadas por diversas técnicas de acordo com
a sua aplicacdo e o tipo de principio ativo. Existem diversas técnicas de
encapsulamento que englobam processos quimicos, fisico-quimicos e fisicos. Dentre
0S processos quimicos podemos citar a condensagéo ou polimerizacao interfacial e a
geleificacdo. Os processos fisico-quimicos mais usados sédo a coacervacgdo simples?®
ou coacervagdo complexa*, nanoprecipitacdo e evaporacdo por solvente apoés
emulsificacdo. J& os processos fisicos incluem a aspersado, extrusao e liofilizacédo
(Perlatti et al., 2013).

A técnica ideal de encapsulamento deve ser simples, répida, facil e
principalmente reprodutivel (Kissel et al., 2006). Na escolha do processo de
encapsulamento deve ser considerado: a taxa de encapsulamento do principio ativo
e reprodutibilidade de liberag&o (Oliveira, 2014).

No método de nanoprecipitacdo, também conhecido como deslocamento de
solvente ou deposicao interfacial, para que a sintese de nanocépsulas ocorra é
necessario a presenca de duas fases, uma solvente e outra ndo solvente (Fessi,
1988). A fase solvente (fase organica) composta de um ou mais solventes misciveis
em agua (etanol, acetona, hexano, cloreto de metileno ou dioxano), polimero,
tensoativo de baixo Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL) e a substancia ativa. A fase
nao solvente (fase aguosa) € composta de agua e tensoativo de alto EHL.

Nanocapsulas sédo obtidas pelo método de precipitacdo apos a obtencao de

suspensao coloidal formada quando a fase orgéanica é adicionada moderadamente a

3 Precipitacdo do polimero que na presenca de sais, que apresentam maior afinidade com a agua,
desidratam e resultam em goticulas sdlidas tornando um revestimento endurecido.

4 Um processo polieletrolitico é formado, requer uma mistura de dois coléides a um pH em que os dois
polimeros de cargas opostas sao conduzidos a separacao de fases e formacao de capsulas sélidas ou

goticulas de liquido fechadas.
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fase aquosa, com agitacdo (Mora-Huertas, Fessi e Elaissari, 2010). A etapa se da
instantaneamente apds a mistura, devido a miscibilidade completa dos solventes. O
polimero precipita, na interface 6leo/agua, na forma de particulas no momento em que
solvente organico se dissolve na agua, (Moinard-Checot et al., 2006, Fessi et al.,
1989). A rapida difusdo do solvente resulta na reducdo da tenséo interfacial entre as
duas fases, acarretando no aumento da area superficial, conduzindo a formacéo de
pequenas goticulas de solvente organico (Ribas, 2013).

Segundo Horn e Rieger (2001), a rapida difusdo do solvente gera uma
turbuléncia na camada limite fazendo com que o polimero e o principio ativo
precipitem.

Na Figura 6 esta apresentada a ilustracdo para a formacdo da suspensao
coloidal na formacéo de nanocépsulas a partir do processo de precipitacao.

Fase Organica

- S0
‘

Controle de Dosagem

=== Polimero
=" Surfactante
* Solvente

Agitacdo Magnética

Figura 3.6. Preparo de nanocapsulas pelo método de nanoprecipitacao (Fonte: Mora-Huertas, Fessi e
Elaissari, 2010).

Na Figura 7 é possivel observar o processo de formacédo de nanocapsulas

poliméricas por precipitacéo.
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Fase Aquosa
Tensoativo (alto EHL)
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Figura 3.7. Formacao de nanocapsulas pelo método de nanoprecipitagcao (Fonte: Horn e Rieger,
2001).

As principais variaveis da producdo de nanocapsulas sdo: a) condicdo de
adicao de fase organica a fase aquosa; b) taxa de adicdo de fase organica; c) taxa de
agitacdo da suspensao coloidal; d) evaporacdo de solvente; e) esfriamento da
suspensdo coloidal. Essa ultima etapa é feita a 4°C tem por objetivo sintetizar
nanocapsulas com tamanho mais uniformes (Ezhilarasi et al., 2013; Mora-Huertas,
Fessi e Elaissari, 2010).

Apbs a precipitacdo é necessario a evaporacdo do solvente, essa etapa pode
ser realizada por liofilizacéo, aspersédo a quente ou por rotaevaporacao (Fessi, 1988;
Fessi et al., 1989; Forim et al., 2013).

Segundo Mora-Huertas, Fessi e Elaissari (2010), o tamanho da particula obtida
em escala laboratorial esta entre 150 e 200 nm, podendo ser considerada uma
nanocapsula, pois possui tamanho inferior a 500 nm (Hayles et al., 2017).

Em nanocapsulas poliméricas, utilizando como método de sintese a
nanoprecipitacdo, os polimeros biodegradaveis comumente utilizados s&o os

poliésteres alifaticos, como o poli acido lactico (PLA), poli (e-caprolactana) (PCL), poli
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(lactico-co-glicolideo) (PGLA) e poli (hidroxi-butirato) (PHB) (Grillo et al., 2012;
Schaffazick et al., 2003; Mora-Huertas, Fessi e Elaissari, 2010; Moinard-Checot et al.,
2006).

3.2.2. Tensoativos

Tensoativos sdo moléculas anfifilicas e apresentam afinidade com éleo e 4gua
por possuirem estruturalmente duas regides: hidrofilica (polar) e hidrofébica (apolar).
Por este motivo promovem estabilidade nas emulsdes, reduzindo a tensao interfacial
(Morais, 2006; Delgado, 2013)

Griffin, em 1947, desenvolveu o diagrama de Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico
(EHL), com valores de 0 a 20, que permite classificar numericamente as substancias
a partir de suas caracteristicas, hidrofilicas e lipofilicas. Os valores de EHL aumentam
a medida que o composto se torna mais hidrofilico (Figura 3.8) (Prista, Alves e
Morgado, 1990).

i8 -
Agentes
1 Solubilizantes
4
15 =
i Detergentes

J

9
o
‘Q
[~
[a]
T

12 - Agentes Emulsivos

l Agentes Molhantes
J

6 = \, Agentes Emuisivos
AIO

LIPOFILO

37y
4 \ Agentes

? Anti-espuma
/
ﬂ

Figura 3.8. Escala de Equilibrio Hidrofilico Lipofilico segundo Griffin (Fonte: Prista, Alves e Morgado,
1990).

Este sistema auxilia na determinacdo das propor¢cbes das misturas de
tensoativos na emulsdo. O EHL de um 6leo desconhecido pode ser determinado a

partir de testes com faixas de EHL conhecidas, Equacéo 3.1. Na relacdo Oleo/agua



40

em que a emulséo estiver mais estavel sera correspondente ao valor do EHL do 6leo
(Prista, Alves e Morgado, 1990; Morais, 2006).

EHLreq.= ((EHL A * %A) + (EHL B x %B))/100 (3.1)

Onde, EHL req = valor do EHL do 6leo;

A = tensoativo lipofilico;

B = tensoativo hidrofilico.

Os tensoativos, utilizados neste trabalho para a sintese de nanocépsulas
poliméricas foram Span 60® ou monoesterato de sorbitano e Tween 80® ou
monooleato de sorbitano, ambos sdo classificados como tensoativos nao iénicos e
apresentam o EHL, 4,7 e 15, respectivamente (Prista, Alves e Morgado, 1990).
Segundo a escala de Griffin (Figura 3.9) o Span 60 é um tensoativo lipofilico, enquanto

o Tween 80 é hidrofilico.

OWC He HO(CH,CH,0),, (OCH,CHy),0H
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OH (OCH,CH,),0H
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Figura 3.9. Estrutura quimica dos tensoativos, a) Span 60 e b) Tween 80, utilizados nesse trabalho
(Fontes: Merck; Nair et al., 2003).

3.2.3. Polimeros Biodegradaveis

Polimeros biodegradaveis séo polimeros ou copolimeros produzidos a partir de
matérias-primas nao renovaveis, produzidos a partir de combustiveis fésseis e
renovaveis como: milho, cana-de-agucar, celulose, quitina, entre outros. Polimeros
derivados de recursos renovaveis sao alternativas promissoras aos tradicionais
polimeros obtidos a partir de petroleo (Raquez et al., 2013).

O termo biodegradavel é definido para materiais capazes de sofrerem

decomposicdo em diéxido de carbono, metano, agua, compostos inorganicos e
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biomassa (Brito et al., 2011). Entre os polimeros biodegradaveis mais comuns
podemos citar: PLA, PHB, PCL, PHA (Polihidroxialcalonoatos), entre outros.

O PLA ou poli (acido lactico) é um poliéster alifatico termoplastico, atoxico e
hidrolisavel, semicristalino ou amorfo, pouco deformavel a tensdo, com alta massa
molar e temperaturas de transicdo vitrea (Tg) e de fusédo cristalina (Tm) em torno de
57°C e 175°C, respectivamente (Brito et al., 2011; Rasal, Janorkar e Hirt, 2010;
Raquez et al., 2013). Biocompativel, biodegradavel e sintetizado a partir do &cido
latico obtido de fontes renovaveis. O 4cido latico utilizado na preparacdo do PLA é
proveniente de fontes contendo amido ou acucar como: milho, trigo, beterraba, cana-
de-acucar e batata (Brito et al., 2011).

O PLA possui muitas vantagens com relacdo aos polimeros derivados de
petréleo, como: “eco-friendly”, biocompatibilidade, boa processabilidade, pouco
dependente de energia, podendo substituir alguns polimeros jA reconhecidos e
derivados de petroleo, como o PEAD (Polietileno de alta densidade), PP
(Polipropileno), PS (Poliestireno), PA (Poliamida), PET (Polietileno tereftalato). Mas
também apresenta algumas limitacdes como: baixa resisténcia térmica,
hidrofobicidade, pouco reativo, pois ndo apresenta cadeias laterais (Figura 3.10)
(Rasal, Janorkar e Hirt, 2010, Brito et al., 2011).
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Figura 3.10. Estrutura molecular do PLA (Fonte: Brito et al., 2011).

Devido a presenca de dois centros quirais o PLA apresenta dois isdbmeros
opticos: D-D-Lactato (D-LA) e L-L-Lactato (L-DA). Dois PLA opticamente inativos
também estédo disponiveis: meso-LA, bem como a mistura racémica de L-LA e D-LA,
camada rac-LA (Raquez et al., 2013) (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Estruturas quimicas do PLA (Fonte: Raquez et al., 2013).

O PCL ou poli (E-caprolactona) € um poliéster alifatico termoplastico, atéxico e
hidrolisavel, semicristalino, solivel em varios solventes organicos, baixas
temperaturas de fusdo (Tm) e transicdo vitrea (Tg), entre 59 e 64°C e -70°C,
respectivamente (Figura 3.12). Sua cristalinidade tende a diminuir com o aumento da
massa molar, que pode variar de 10.000 a 80.000 g mol* (Sinha et al., 2004, Grillo et
al., 2012, Domingues, 2006).
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Figura 3.12. Estrutura molecular do PCL (Fonte: Domingues, 2006).

Ao contrario do PLA que conforme citado anteriormente é sintetizado a partir
de fontes renovaveis, o PCL é obtido de fontes fésseis, como o petréleo, porém ambos
sao facilmente biodegradaveis (Brito et al., 2011; Grillo et al., 2012; Sinha et al., 2004).

A degradacéo dos polimeros € causada por diversos fatores, que o leva a perda
de suas propriedades fisico-quimicas. Algumas condigcbes podem estimular a
degradacdo dos polimeros, como fatores abidticos (sol, calor e umidade) e
microrganismos (fungos e bactérias), chamados de biologicos ou bidticos (Lemos,
2017).

A degradacao hidrolitica € comum em poliésteres, como PCL e PLA, neste

mecanismo ocorre a difusdo da agua para o interior do polimero promovendo a quebra
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de ligacGes ésteres (Lemos, 2017), esta difusdo ocorre em diversas etapas. O
processo de hidrolise inicia com a penetracao da agua em regiées amorfas onde esse
acesso é facilitado devida a desordem das cadeias poliméricas. Apés a penetracdo
ocorre a degradacdo hidrolitica destas regifes, podendo ser verificada a queda da
massa molar do polimero. Em seguida a agua comeca a penetrar lentamente nas
regides cristalinas ocorrendo perda da cristalinidade (Lemos, 2017).

O PLA reage com a H20 e é convertido em &cido latico, Figura 3.13, sendo este
degradado por microrganismos. NoO mecanismo proposto ocorre ataque enzimatico
pela acdo destes microrganismos que irdo metabolizar os fragmentos gerados,

levando a decomposicdo do PLA (Lemos, 2017).
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Figura 3.13. Reacéo de hidrélise do PLA (Fonte: Lemos, 2017).

A degradacao hidrolitica do PCL ocorre por meio de hidrélise dos ésteres em
presenca de agua. A perda de massa inicia-se pela difusdo de pequenos fragmentos,
Figura 3.14, originando o acido 6-hidroxi caproico. Essa degradacdo ocorre mais
lentamente quando comparado ao PLA, por exemplo (Lemos, 2017).
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Figura 3.14. Reacgéo de hidrolise do PCL (Fonte: Lemos, 2017).

O PLA e PCL sdo muito utilizados em nanocapsulas poliméricas principalmente
devido a suas caracteristicas de biodegradabilidade e biodisponibilidade. As
nanocapsulas produzidas com PLA podem ser degradadas por acdo enzimatica ou
hidrolisadas, demonstrando boa aplicacdo nos setores agricolas e farmacéuticos.
Colaborando com o meio ambiente, pois se decompbe em campo, sem deixar

residuos (Forim, 2014b). O PCL é bastante utilizado em sistema de liberacdo de
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farmacos, ja o PLA é utilizado em suturas por apresentar boa biocampatibilidade e
biodegradabilidade ao serem degradados por hidrolises simples das cadeias de éster
em condicdes fisioldgicas e em meio aquoso. (Sinha et al., 2004, Kumar et al., 2010;
Chandra e Rustgi, 1998).

A massa molar € um fator de extrema importancia, pois afeta a resisténcia
mecanica e a capacidade de sofrer hidrdlise. A taxa de degradacéo esta relacionada
a cristalinidade e ao tipo de polimero e como suas cadeias estdo distribuidas (Chandra
e Rustgi, 1998; Montoro, 2010).

O PLA foi citado em duas patentes como biopolimeros possiveis de serem
utilizados na sintese de nanocapsulas. Fessi (1988) sugeriu entre outros polimeros o
PLA na sintese de nanocapsulas poliméricas com aplicagbes na indUstria
farmacéutica. Forim (2014a) também surgeriu entre outros polimeros biodegradaveis,
a utilizacdo de PLA, na sintese de nanocapsulas para aplicacéo agricola. Esse autor
sugeriu como principio ativo no encapsulamento a utilizacdo de 0Oleo, juntamente com
extrato de Nim e tensoativos.

Neste trabalho esta sendo desenvolvido o encapsulamento polimérico,
utilizando o PLA e PCL que ocorrera pelo método de nanoprecipitacdo sugerido por
Fessi (1988). O PCL ja € conhecido como biopolimero bastante utilizado como matriz
de liberacdo controlada, ja o PLA tem poucas publicacdes a respeito, principalmente
quando aplicado a agricultura, além de ser produzido a partir de fontes naturais. O
principio ativo é o produto comercial oleoso a base de Nim, composto principalmente
por Azadiractina, Azamax®. Este insumo é aprovado para controle de pragas na
agricultura organica de acordo com as normas: NOP-EUA, COR/CANADA,
IBD/IFOAM, CEE889/08, DEMETER e a Lei Brasileira n° 10.831/2003.

3.3. Acaros — Tetranychus urticae

Os acaros Tetranychus urticae, pertencem a ordem Acari e a familia
Tetranychidae. Sao popularmente conhecidos como acaros rajados devido a sua
coloracdo verde amarelada, apresentando par de manchas verde-escuro em seu
dorso (Figura 3.15).
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a, acaro T. urticae. (Fonte: Biostasia, 2019) e foto da direita, acaros e
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Figura 3.15. Foto da esquerd

ovos (pontos transparentes) (Fotos: Martha Horn).

As fémeas sao ovaladas e robustas com cerca de 0,5 mm de comprimento,
apresentam longevidade de 10 a 30 dias, enquanto que 0os machos Sao menores e
esguios, medindo cerca de 0,3 mm e longevidade de 15 a 40 dias. Sua reproducéo
pode ser sexuada ou partenogénica e as fémeas depositam seus ovos entre os fios
de teias. Os ovos sdo esféricos, medindo aproximadamente 0,14 mm, logo apés a
deposicdo sdo transparentes e a medida do tempo tornam-se opacos e Vvitreos,
proximo a ecloséo apresentam coloracdo amarelada (Flechtmann, 1972).

As teias produzidas por estes acaros servem para facilitar o encontro do macho
e da fémea, dispersdo dos acaros, protecdo contra chuvas e também para sua
protecdo de predadores, pois estes terdo dificuldades de se movimentar por
apresentar espacos pequenos entre as teias (Pacheco e Alves, 2017).

Os acaros rajados sao fitofagos, ou seja, alimentam-se exclusivamente de
plantas, perfurando as células da epiderme de folhas, sugando o seu conteudo celular
e cloroplastos, impedindo assim que a planta realize fotossintese (Pacheco e Alves,
2017). Altas infestacfes causam a descoloragéo de folhas, perda da capacidade de
realizar a fotossintese, causando a eventual morte de folhas e plantas (Veronez, Sato
e Castro, 2012; Martinez-Villar et al., 2005; Knapp e Kashenge, 2003; Dabrowski e
Seredynhska, 2007).

Segundo Moraes e Fletchtmann (2008), sua disseminacdo ocorre pelo vento
de forma natural ou pelo contato entre folhagens de plantas, por meio de vegetais
infestados e transportados de uma area a outra ou ainda por meios de ferramentas ou
utensilios agricolas. O cultivo protegido aumenta o risco de infestacdo, pois a
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temperatura elevada e a umidade relativa baixa sdo favoraveis ao seu
desenvolvimento.

Esses &caros sdo importantes pragas encontrados em diversas culturas no
Brasil, como morangueiros, feijoeiros, mamoeiros, pessegueiros e plantas
ornamentais (Veronez, Sato e Castro, 2012). Principalmente devido ao controle
incorreto ou ndo controle da praga, podendo reduzir em até 80% a producao de frutas
(Moraes, 2008). O T. urticae tornou-se um grave problema devido ao uso de pesticidas
que ocasionou a reducao de seus inimigos naturais (Martinez-Villar et al., 2005) e ao
elevado potencial reprodutivo e curto ciclo de vida, que acaba favorecendo a
resisténcia de acaricidas (Stumpf e Nauen, 2001).

Atualmente a exigéncia do mercado consumidor por produtos de padrao de
qualidade e seguranca alimentar, a procura por alimentos mais saudaveis e isentos
de produtos quimicos, impulsionam o surgimento de pesticidas a base de plantas,
entre elas o 6leo de Nim e o controle biolégico com acaros predadores (Martinez-Villar
et al., 2005; Veronez, Sato e Castro, 2012; Soto et al., 2010; Moraes e Flechtmann,
2008; Moharramipour e Ayyari, 2018).

Knapp e Kashenge (2003) realizaram ensaios com o acaro T. urticae com
diferentes nanoformulacfes de Nim comerciais. As folhas utilizadas nos ensaios foram
mergulhadas durante 5 segundos em diferentes diluicbes. Apos 24 horas, a
mortalidade encontrada foi de 95,6%, além de apresentarem redu¢do na oviposicao,
para a marca Neemroc EC.

Os autores Veronez, Sato e Castro (201), Schlesener et al. (2013) e Martinez-
Villar et al. (2005) pulverizaram 6leo de Nim sob diferentes concentracdes em folhas
para o acompanhamento de mortalidade e reducdo da oviposicao do T. urticae. Os
resultados encontrados para a mortalidade foram superiores a 90%.
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4. MATERIAIS E METODOS

4 1. Materiais

Azamax®- UPL do Brasil — Industria e Comércio de Insumos Agropecuéarios S/A —
Ituverava SP (Acesso ao Patrimdnio Genético como produto intermediario solicitado
(SisGen Cadastro A26AB90, p. 1-2), Anexo 1.

Poli (Acido lactico) — PLA, Mw 119.000 g mol* (PLA 4060D, Nature Works, EUA)

Poli (€-caprolactona) — PCL, Mw 50.000 g mol* (CAPA 6500, Nature Works, EUA)
Agua Ultrapura—Milli Q, Milipore

Span 60®- Plury Quimica

Tween 80® - Synth

Acetona PA- Synth

Padréo de Azadiractina 95% — Sigma Aldrich

Metanol grau HPLC — J. T. Backer

Acetonitrila grau HPLC — J. T. Backer

SiO2 Fumed — Aldrich
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4.2. Metodologia

4.2.1. Caracterizacdo dos produtos utilizados para a sintese de

nanocapsulas

4.2.1.1. Extracao liquido-liquido do Azamax

O produto comercial Azamax® € constituido do principio ativo Azadiractina, 12
gLt (1,2% m/iv) e 988 g L (98,8% m/v) de outros componentes emulsionaveis.
Indicacdo de uso € como inseticida e acaricida do grupo dos tetratriterpendides
(FISPQ - Azamax®).

5g de Azamax

l Adicédo

” “
Metanol: dgua
9:1 (100 mL)

o

l Adicdo

Hexano: dgua
1:1(2x 25 mL)
/ \ Adicdo
Diclorometano
{2x 25 mL)

. Banho Maria 50 °C
Fracdo Diclorometano |=—® Fluxo de N,

|

HPLC-DAD
LC-MS/MS

Figura 0.1. Fluxograma do processo de extracdo e analise do Azamax.

[ Fragcdo Hexano ]

Para as analises e caracteriza¢gdes tornou-se necessaria a extragao do principio
ativo, a extracédo liquido-liquido foi realizada conforme Barrek et al., 2004 e Yamasaki
et al.,, 1986 (Figura 4.1). ApGs a extracdo obteve-se 2 fracbes: diclorometano e
hexano. Na frag&do de diclorometano, foi analisada a concentragdo do principio ativo
Azadiractina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-DAD), perfil
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cromatografico a partir do Cromatégrafo Liquido acoplado ao Espectrometro de
massas (LC-MSMS), estas andlises foram realizadas para identificacdo da
composic¢ao do produto.

Na fracdo do hexano foi realizado o perfil cromatogréfico, através de
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de massas, para qualificar a

composicao de compostos volateis do 6leo em estudo.

4.2.1.2. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para a Quantificacdo

da Azadiractina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

4.2.1.2.1 Condi¢des Cromatogréficas — HPLC-DAD

A quantificacdo da Azadiractina foi realizada por HPLC, marca Shimadzu, com
as configuracdes, desgaseificador DGU-20AT, bomba LC-20AT, auto amostrador Sil
20AHT, forno CTO-20A, detector DAD SPD-M20A. A metodologia foi baseada e
adaptada reportada por Forim et al., 2010.

As condi¢des de andlises foram:

v Coluna utilizada foi CLC-ODS (M), Shim-pack, 150 x 4,6 mm ID e pré-

coluna G-ODS-4, Shim-pack,10 x 4.0 mm ID;

Fase mével: Acetonitrila: Agua ultrapura (65: 35);
Detector de rearranjo de diodos, comprimento de onda 201 nm;
Fluxo de 1,1 mL min%;

Volume de injecao de amostra 20 pL;

D N N N N

Temperatura do forno 30°C;
v Tempo de corrida de 10 min.
A curva foi construida a partir da diluicho do padrdo Azadiractina (Sigma

Aldrich), em metanol, com 8 pontos e concentracdes entre 0,5 a 200 mg L.
4.2.1.2.2 Validacao do Método
- Linearidade

Linearidade de um método refere-se a proporcionalidade das concentracoes

de interesse e a resposta obtida. Para a determinacdo € necessaria a construcéo de
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uma curva analitica que sera relacionada a area ou altura do pico cromatografico
versus a concentracao do analito.

A avaliacdo da linearidade foi obtida com a preparacdo de 3 curvas com
diferentes concentragcfes de Azadiractina. Apds as leituras no HPLC os graficos area
dos picos versus concentracdo (mg L) foram construidos e a proporcionalidade entre
concentracdo e sinal do equipamento foram verificados mediante o célculo do
coeficiente de correlacdo linear (r?) e equacéo da reta (y = ax + b). Foi considerado o

coeficiente linear minimo de 0,99.

- Seletividade

Seletividade é a capacidade que através de um método € possivel determinar
a concentracao de determinado analito sem a interferéncia de impurezas, produtos de
degradacdo em uma amostra complexa.

Neste trabalho a seletividade foi avaliada com o objetivo de identificar possiveis
interferentes da nanoformulacdo nos resultados obtidos nos testes de Eficiéncia de
Encapsulamento (% EE). Desta forma foram sintetizados nanocépsulas com os dois
polimeros, PCL e PLA, porém sem a adicdo do Azamax a sua nanoformulacéo. Foram
analisados como forma de validar a seletividade do método a adi¢do de padrdo nas

concentracées de 10 e 50 mg L1.de Azadiractina.

- Preciséo e exatidao

A precisdo é determinada para verificar a concordancia de resultados de uma
amostra ou solucdo padrdo de maneiras repetidas. A exatiddo informa o grau de
concordancia entre os resultados obtidos.

A precisdo e exatiddo foram verificadas por andlises inter e intraensaios. A
exatidao e precisdo intraensaios (repetibilidade) foram determinados por 10 analises
de 3 diferentes concentracdes (1, 5 e 200 mg L) realizadas no mesmo dia.

A exatiddo e precisdo interensaios (intermediaria) foram realizadas nas
mesmas condi¢des e concentracdes, porem analisadas em triplicata e em cinco dias
consecutivos.

A preciséo € obtida pelo coeficiente de variacao:

CV % =2 x100 (4.1)
X
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Em que CV é o coeficiente de variacao, S é o desvio padréo e X é a média dos
valores obtidos.

O valor aceitavel de CV < 5%

A exatiddo é a relacdo entre a concentracdo obtidas nos estudos de intra e

interensaios e a concentracao teorica:

__ valor obtido—valor tedrico

E% =

x 100 (4.2)

valor teorico

O intervalo aceitavel -10 < e < 10%.

- Limites de detecc¢ao e quantificacao

O limite de deteccdo (LD) € a menor quantidade de um analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada.

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade de analito em uma amostra
gue pode ser determinada com precisao e exatidao.

Ambos foram calculados com o auxilio do software Labsolution a partir da curva
de calibracéo. Utilizando como calculo:

LD = desvio padréo do intercepto x 3,3 / Coeficiente angular da reta

LQ = desvio padrao do intercepto x 10/ Coeficiente angular da reta

4.2.1.2.3 ldentificacdo de compostos presentes no 6leo de Nim por LC-MSMS

A extracao liquido-liquido do produto Azamax resultou em um liquido amarelo,
proveniente da fracdo de diclorometano, que foi diluido com H20: acetonitrila e
injetada 10 pL desta amostra no LC-MSMS. O objetivo foi identificar os compostos
presentes no 6leo de Nim, através de uma varredura (Scan), com a utilizacdo do
ionizador ESI, operando no modo positivo e negativo. O modo positivo foi adicionado
acido formico a agua ultra-pura, e o modo negativo formiato de amoénio.

O equipamento utilizado neste estudo foi LC-MSMS marca Shimadzu, as
configuragcbes do LC Nexera X2, desgaseificador DGU-20A 5R, bomba LC-30AD, auto
amostrador Sil 30AC, forno CTO-30A, detector UV SPD-20A e o analisador de massas
LCMS-8040. As condicdes de analises foram:

4 Coluna utilizada foi XR-ODS III, Shim-pack, 150 x 2,0 mm ID;
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Fase movel: Acetonitrila: agua ultrapura (60: 40);
Detector de ultravioleta, comprimento de onda 215 nm,;
Fluxo de 0,2 mL min;

Volume de inje¢do de amostra 10 pL;

Temperatura do forno 40°C;

Tempo de corrida de 60 min;

Temperatura do bloco e da probe, 135°C e 300°C, respectivamente;

AN NN Y VR N NN

Fluxos de gas de nebulizacéo e dessolvatacdo, 1 L minte 6 L min.

4.2.1.2.4 Identificacdo dos Compostos Presentes no 6leo de Nim por GCMS

ApGs a extragdo liquido-liquido a fragdo hexandica foi separada para analises
de perfil cromatografico dos acidos graxos presentes no 6leo de Nim, utilizando o
GCMS.

Na fase hexandica, oriunda da extracdo do 6leo de Nim, foram realizados dois
ensaios: acidos graxos e compostos volateis. Estas andlises tiveram como objetivo
identificar seus compostos e garantir a composicéo do produto.

As analises de acidos graxos, partem da fase hexandica, onde a amostra foi
evaporada e novamente dissolvida em 1 mL de éter etilico e, os acidos graxos livres
foram derivatizados aos seus ésteres metilicos pelo reagente trifluoreto de boro 3%
em metanol (BFs-MeOH (3%)). A mistura foi aquecida a 85°C por 1 hora e em seguida
foi resfriada e extraida com n-hexano (3 vezes). O extrato foi seco sob fluxo de
nitrogénio e novamente dissolvido a uma concentragdo de 1 mg mL?, filtrado (PTFE
0,45 pm) e analisado no GCMS. J4 na andlise de compostos volateis ndo foi
necessario o preparo, utilizou-se o extrato hexandico filtrado com filtro seringa PTFE
0,45 um (Oshiobugie, Olaniyi e Raphael, 2017, Hossain et al., 2013).

O equipamento utilizado foi GCMS marca Shimadzu, modelo QP2010 Ultra,
auto amostrador AOC-5000 Plus, a identificacdo dos compostos foi baseada na
comparacao dos espectros obtidos com os descritos na biblioteca do software (Mass
Spectral Database NIST/EPA/NIH).

As analises de acidos graxos utilizaram a seguinte metodologia: coluna capilar
de silica fundida de baixa polaridade; fase ligada 5% difenil e 95% dimetilpolissiloxano
RTx-5MS de (Restek, 30 m de comprimento x 0,25 mm d.i., 0,25 ym de espessura de

filme); velocidade linear 19,6 mL mint com gas Hélio (He); pressdo da coluna 48,0
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kPa; volume de injecdo de amostra 1 jL; temperatura do injetor 250°C; rampa do forno
60 a 250°C: 5 minutos a 60°C, 10 minutos de 60°C a 250°C e 30 minutos a 250°C;
ionizagao eletronica 70eV; varredura de m/z de 40 a 500 Da; temperatura da fonte de
ions e interface, 260°C e 280°C, respectivamente.

Para a analise de compostos volateis as configuracfes utilizadas foram: coluna
capilar de silica fundida de baixa polaridade; fase ligada 5% difenil e 95%
dimetilpolissiloxano RTx-5MS de (Restek, 30 m de comprimento x 0,25 mm d.i., 0,25
um de espessura de filme); velocidade linear de 23,4 mL min't, com gas de arraste
Hélio (He); presséo na coluna de 50,8 kPa; volume de injecdo de 1puL; temperatura do
injetor de 220°C e rampa de aquecimento do forno de 60°C - 280°C (3°C/min). O
espectrometro de massa foi utilizado no modo deionizacao eletrbnica a 70 eV, com
varredura de m/z de 40 a 800 Da. A fonte de ions foi mantida a 260°C e a interface a
280°C.

4.2.1.2.5 Determinagéo do EHL

A determinacdo do EHL do Azamax foi realizada experimentalmente. As
emulsdes foram preparadas por aquecimento em banho-maria a 75°C, as duas fases,
oleosa e aquosa separadamente. Posteriormente as fases foram unidas, mantendo o
aguecimento e agitando por 15 minutos. Decorrido este tempo as emulsdes foram
retiradas do banho-maria, mantendo-se sob agitacdo por 15 minutos em temperatura
ambiente. ApGs as amostras foram mantidas em repouso e temperatura ambiente por
24 horas. Ao final deste periodo as amostras foram analisadas (Zanin et al.,2002,
Prista, Alves e Morgado, 1990). Algumas amostras também foram analisadas por
microscépio optico (marca BW Optics, modelo MPL620-2, aumento 10x).

Os surfactantes utilizados nos testes foram o Tween 80 (EHL 15,0; fase
aguosa) e o Span 60 (EHL 4,7; fase organica), foram realizados cinco diferentes testes
com diferentes concentracdes dos tensoativos (Tabela 2). Os valores de EHL foram
calculado com na ba se na equagéao 3.1.
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Tabela 4.1. Composicao das emulsdes preparadas para determinacdo do EHL do Azamax.

Emulsdo Span 60 Tween 80 Oleo Agua EHL*
% (massa) % (massa) (mL) (mL) (mistura)

1 80 (2,00 g) 20 (0,50 g) 5 42,5 6,76

2 70 (1,75 g) 30 (0,75 g) 5 42,5 7,79

3 60 (1,50 g) 40 (1,00 g) 5 42,5 8,82

4 50 (1,25 g) 50 (1,25 g) 5 42,5 9,85

5 40 (1,00 g) 60 (1,50 g) 5 42,5 10,88

* Valor calculado teoricamente (Prista, Alves e Morgado, 1990).

4.2.2. Sintese de Nanocéapsulas

A sintese de nanocapsulas a partir do processo de nanoprecipitacdo seguiu a
metodologia proposta por Fessi e seus colaboradores (1989), no que se refere ao
processo de mistura de 2 fases com leve agitacdo. A nanoprecipitacdo ocorre em 4
etapas: 1) solubilizacdo dos compostos em fase organica e aquosa; 2) mistura das 2
fases; 3) agitacéo para evaporacao da acetona; e 4) evaporacao do solvente.

Na primeira etapa a fase organica, ou fase A, é constituida de 6leo (Azamax),
polimero (PLA 4060D ou PCL CAPA 6500), surfactante (Span 60) e acetona. Esta
etapa é feita sob agitacdo magnética, temperatura a 40°C, até a completa dissolucdo
dos compostos. A fase B, ou fase aquosa, é constituida de surfactante (Tween 80) e
agua, preparada sob agitacdo magnética.

Na segunda etapa, ocorre a adicdo da fase A a fase B, com leve agitacdo. A
terceira etapa, a agitacdo deve ser mantida por 30 min apds a mistura completa,
formando a emulsé&o (solugéo torna-se leitosa devido a precipitagéo) e para que parte
da acetona seja eliminada. Na quarta etapa foram utilizadas duas técnicas de

evaporacao de solvente: a) liofilizacdo e b) rotaevaporacéo, conforme Figura 17.
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Evaporagéo do solvente
T=40°C, 30 rpm, -750 mmHg

Polimero
Span 60
Oleo

Acetona

=_Ny
Tween 80 .o

i
—

Evaporacédo do solvente
T=-50°C, -750 mmHg

FEFFETRTHT

Agua

Figura 0.2. llustracé@o da sintese de nanocapsulas, utilizando o rotaevaporador e liofilizador para a

evaporacao do solvente.

Os testes estdo apresentados na Tabela 4.2 com as diferentes
nanoformulagdes, alterando o tipo e quantidade de polimeros e surfactantes, e os
tipos de evaporacdo de solvente. Nas amostras em que foram alteradas as
guantidades de surfactantes, considerou-se a relacdo entre Span 60 e Tween 80,
calculadas através do EHL, 60 e 40%, respectivamente.

Os diferentes testes foram realizados com o objetivo de obter a formacéao de
nanocapsulas, com menores tamanhos de particulas e boa dispersividade, evitando
assim a agregacao.

Dois diferentes polimeros foram utilizados, o PLA e PCL, com o objetivo de
comparar os polimeros na obtencao de particulas, jA que a maior parte dos trabalhos
utilizam o PCL, como polimero no processo de nanoprecipitacao e/ou encapsulamento
de 6leo e/ou extrato de Nim (Forim et al., 2013; Pasquoto-Stigliani et al., 2017;
Carvalho et al., 2015; Giongo, Vendramim e Forim, 2015; Costa et al., 2013).

As nomenclaturas mencionas na Tabela 3 indicam: NC — nanocapsulas, X —
namero do teste, L ou R — evaporacgéao por Liofilizacdo (L) ou Rotaevaporacéo (R), a
ou ¢ — referenciam o polimero utilizado nos testes, PLA (a) e PCL (c).

Neste trabalho, a concentracdo de surfactante foi variada entre 0,2 a 0,85%
m/m, e a concentragdo do polimero, entre 0,1 e 0,5% m/m, baseando-se nas
condi¢cbes otimizadas reportadas por Fessi (1988). As nanoformulacbes NC3La e
NC15Ra foram adicionadas maior quantidade de acetona, ja as NC8La, NC9Lc,
NC20Ra e NC21Rc foram mantidas por 24 horas em geladeira, apds a precipitagao.

Estes ensaios foram precisamente realizados pois em diferente propor¢cdo de
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solventes ou diminuicdo de temperatura, poderia ocasionar tamanho de particulas
menores.

Além das nanoformulag@es com 6éleo, foram preparadas nanoformulagdes sem
6leo, com 0,1% m/m de polimero PLA ou PCL denominadas NC25Ra e NC26Rc,
respectivamente. Essas nanoformulagdes foram caracterizadas e utilizadas como
“brancos” sob o objetivo de verificar a eventual influéncia dos polimeros nos diferentes
testes realizados.

Apébs a formacédo das nanocapsulas se faz necesséria a etapa de evaporagao
do solvente (etapa 4), realizada por duas técnicas diferentes: liofilizacdo e
rotaevaporacéao, esta etapa era interrompida ao volume final de aproximadamente 50
mL. As condi¢Bes experimentais de cada técnica foram otimizadas, com o objetivo de

obter-se um menor tamanho de particula e capsulas mais estaveis.
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Nanoformulacdes

Composicéo

Fase orgénica

Fase aquosa

Azamax (g) Span 60 (g) % (masztz)al)l meroTipo Acetona (mL) | Tween 80 (g) Agua ultrapura (mL) | Surfactante Total (%)™
NCllLa 1 0,3 0,1(0,39) PLA 81 0,2 159 0,2
NC2La 1 0,3 0,2 (0,6 g) PLA 81 0,2 159 0,2
NC3La 1 0,3 0,1(0,39) PLA 100 0,2 159 0,2
NC4Lc 1 0,3 0,1(0,39) PCL 81 0,2 159 0,2
NC5La 1 0,3 0,4 (0,99) PLA 81 0,2 159 0,2
NC6La 1 0,3 05(1,29) PLA 81 0,2 159 0,2
NC7Lc 1 0,3 0,4 (0,9 g) PCL 81 0,2 159 0,2
NC8La* 1 0,3 0,1 (0,3 g) PLA 81 0,2 159 0,2
NC9Lc* 1 0,3 0,1 (0,3 g) PCL 81 0,2 159 0,2
NC10La 1 0,6 0,1 (0,3 g) PLA 81 0,4 159 0,4
NCllLa 1 0,9 0,1 (0,3 g) PLA 81 0,6 159 0,6
NCi12La 1 1,1 0,1(0,39) PLA 81 0,8 159 0,8
NC13Ra 1 0,3 0,1 (0,3 g) PLA 81 0,2 159 0,2
NC14Ra 1 0,3 0,2 (0,6 g) PLA 81 0,2 159 0,2
NC15Ra 1 0,3 0,1(0,39) PLA 100 0,2 159 0,2
NC16Rc 1 0,3 0,1 (0,3 9) PCL 81 0,2 159 0,2
NC17Ra 1 0,3 0,4(0,99) PLA 81 0,2 159 0,2
NC18Ra 1 0,3 0,5(1,29) PLA 81 0,2 159 0,2
NC19Rc 1 0,3 0,4 (0,9 g) PCL 81 0,2 159 0,2
NC20Ra* 1 0,3 0,1 (0,3 9g) PLA 81 0,2 159 0,2
NC21Rc* 1 0,3 0,1 (0,3 9g) PCL 81 0,2 159 0,2
NC22Ra 1 0,6 0,1 (0,3 9g) PLA 81 0,4 159 0,4
NC23Ra 1 0,9 0,1 (0,3 9g) PLA 81 0,6 159 0,6
NC24Ra 1 1,1 0,1(0,39) PLA 81 0,8 159 0,8
NC25Ra 0 0,3 0,1 (0,3 9g) PLA 81 0,2 159 0,2
NC26Rc 0 0,3 0,1(0,39) PCL 81 0,2 159 0,2
NC13Ra7 1 0,3 0,1(0,39) PLA 81 0,2 159 0,2
NC16Rc7 1 0,3 0,1(0,39) PCL 81 0,2 159 0,2

* Indica que ap6s a mistura ficou sob agitacdo magnética durante 24 h para maior evaporacao dos solventes.

** Surfactante total refere-se a soma do Span 60 e Tween 80.

NC13Ra7 e NC16Rc7, sdo as amostras que o pH final foi ajustado a 7,0.
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Nas nanoformulacbes NC13Ra7 e NC16Rc7, o pH foi ajustado a
aproximadamente 7,0, com o auxilio de solucdo de NaOH 0,05 M. O ajuste foi
necesséario em funcdo da aplicacdo destas formulacbes serem em ambiente de pH
proximo ao neutro e assim evitar a degradacao do principio ativo (Forim et al., 2013;
Forim 2014a; Barrek et al., 2004).

4.2.3. Caracterizacéo das Suspensdes Coloidais

4.2.3.1. Distribuicdo de Tamanho Médio das Particulas, indice de Polidisperséo,

Potencial Zeta e pH em Suspensao Coloidal

A medida do tamanho médio de particulas, indice de dispersao e potencial zeta,
foram realizadas por meio da técnica de Dispersdo Dinamica de Luz (DLS). Nessas
andlises foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano Zs, modelo Zen 3600, marca
Malvern Instruments. As amostras foram diluidas na proporcéo de 1:100 (v/v) em agua
ultrapurificada e transferidas para a cubeta de analise.

A distribuicdo de tamanho médio das particulas é realizada através do didametro
hidrodindmico da amostra. A amostra é iluminada por um feixe de luz na suspenséo,
a captacao do espalhamento dessa luz é realizada por um detector posicionado em
um angulo fixo e transformada em sinal elétrico. O detector captura a intensidade da
luz com influéncia da movimentacgéo das particulas, devido ao movimento Browniano.
Particulas pequenas se movimentam com maior velocidade, apresentando rapidas
flutuacdes de intensidade de luz, enquanto as maiores, sdo mais lentas, causando
uma lenta flutuacédo de intensidade (Fonseca, 2012).

A polidisperséo (Pdl) indica a homogeneidade de tamanho das particulas na
nanosuspensao. Pode-se considerar que valores baixos (inferior a 0,5) indicam que
h& uma pequena variacdo no tamanho das nanoparticulas (Shaffazick, 2003).

O potencial zeta € a medida do potencial da superficie das particulas, os
tensoativos e polimeros irdo influenciar no valor desta medida, pois estardo na
superficie externa destas particulas. A técnica utilizada para determinacédo € a
eletroforese, que consiste na aplicacdo de um campo elétrico a dispersao de

particulas, ocasionando o deslocamento em direcdo ao eletrodo de carga oposta. O
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potencial zeta é medido a partir da velocidade de migracdo das particulas e quanto
maior o seu valor, mais estavel ela sera, pois, valores elevados causam maior
repulsdo entre as nanoparticulas evitando que ocorra o agrupamento (Shaffazick,
2003).

4.2.3.2. Eficiéncia de Encapsulamento das Suspensdes Coloidais

A determinacéo da eficiéncia de encapsulamento (% EE) foi realizada seguindo
a metodologia reportada por Forim et al.,, 2013, que consiste na determinacdo da
guantidade total e do principio ativo livre na suspensao, através da equacao 4.3.

A eficiéncia de encapsulamento (% EE) foi calculada e pode ser expressa pela

equacao:

%EE = [(total de Aza — Aza livre)/total de Aza] * 100 (4.3)

Para a determinacao total de Azadiractina foi necessario utilizar um solvente
para que ocorresse a ruptura das nanocapsulas. O solvente utilizado foi acetona,
adicionando-se 0,3 mL de nanosuspenséo e 2,7 mL de acetona em um tubo de ensaio
e deixou-se em repouso por 2 horas e apoés foi centrifugado em centrifuga (Thomas
Scienific Brand, por 30 min). Retirou-se uma aliquota de 1,5 mL do sobrenadante e
este foi evaporado com N2 e apos ressuspendido com 1,5 mL de metanol, filtrado em
filtro PTFE 0,45 um e analisado no HPLC-DAD.

Na determinacgéo do principio ativo livre, utilizou-se 0,5 mL da nanosuspenséo
coloidal e foi utilizado o processo de ultrafiltracdo-centrifugacdo com a utilizacdo de
filtro para centrifuga Amicon® Ultra 0,5 mL, 10 kDa, apds a centrifugacdo as amostras
foram analisadas no HPLC (Schaffazick et al., 2003).

Os valores de pH foram determinados a partir da suspensao de nanocapsulas,
com o auxilio de um pHmetro da marca Metrohm, modelo 827 pH lab, previamente

calibrado com solugdes tampéo pH 7,0 e 4,0 (SpecSol).
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4.2.3.3. Avaliacdo morfolégica em Suspensado Coloidal - Microscopia Eletrénica

de Transmisséo (MET)

A morfologia das amostras foi realizada com a utilizagdo do Microscépio
Eletronico de Transmissao (MET), marca FEI, modelo Tecnai G2T200. Os ensaios
foram realizados com aliquotas de 10 pL das amostras NC13Ra e NC16Rc (melhores
nanoformulacdes) e NC25Ra e NC26Rc (nanoformulacdes sem 0leo). As amostras
foram previamente fixadas com acetato de uranila, dispostas em grids de cobre e

secas em temperatura ambiente.

4.2.3.4. Estabilidade das Suspensdes Coloidais

A estabilidade das suspensfes coloidais foi realizada com o objetivo de
compreender o comportamento destas nanoformulagdes em diferentes temperaturas,
-20°C, 4°C e 20°C, durante o periodo de 6 meses de armazenamento. Para isto foram
retiradas aliguotas de 10 mL das amostras NC1La, NC4Lc, NC13Ra e NC16Rc, recém
preparadas, a escolha destas nanoformulacdes foram devido aos resultados obtidos
na caracterizacdo. Os critérios para escolha das melhores suspensdes foram:
tamanho de particula (150 e 300 nm), indice de polidisperséo (IP), < 0,6 e %EE, >
90%, baseados em dados de literatura (Fessi, 1988, Schaffazick et al., 2003, Forim et
al., 2013, Losa et al., 1993).

Os ensaios realizados foram pH, uma vez por més e os parametros % EE,
tamanho de particula, potencial zeta, indice de polidisperséo, no tempo zero e no final
de seis meses (Schaffazick et al., 2003; Calvo, Vila-Jato e Alonso, 1996; Guterres, et
al. 1995; Fessi et al., 1989).

A determinacdo do pH tem por objetivo obter informacdes a respeito da
estabilidade das suspensdes, pois variagcdes nesse parametro indicam a degradacéo
polimérica (Guterres et al., 1995; Paul et al., 1997; Fonseca, 2012).

As analises realizadas no tempo inicial e apds o periodo de 6 meses tiveram
como objetivo observar o comportamento das suspensdes com relacéo a liberacdo do
principio ativo e da aglomeragcdo das nanoparticulas em suspensao (Schaffazick et
al., 2003; Calvo, Vila-Jato e Alonso, 1996; Guterres et al., 1995).



61

4.2.3.5. Liberacdo Controlada, in Vitro, de Azadiractina em nanosuspensao

coloidal

A liberacao controlada foi realizada nas nanoformulagcdes NC13Ra (0,1% PLA)
e NC16Rc (0,1% PCL), utilizou-se membranas de acetato celulose 14000:25 mm
(Sigma Aldrich) como sacos de dialises. Os sacos foram hidratados com agua
ultrapura, 30°C, durante 30 minutos, apods foram preenchidos por 3,6 mL de
suspenséao, imersos 20 mL de tampdao fosfato salino - PBS (pH 7,4), utilizado como
meio de liberacdo. O béquer foi fechado com parafilme com o objetivo de evitar a
evaporacao do meio e conservar a temperatura de 30°C £ 2°C, utilizando agitacéo
magnética, 250 rpm, para garantir a homogeneidade (Riyajan e Sakdapipanich, 2010;
Sittipummongkol e Pechyen, 2018; Almouazen et al., 2013; Forim et al., 2013;
Antonow, 2012).

Aliguotas de 1 mL do meio de liberacdo foram coletadas em intervalos de
tempos pré-determinados (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 horas). A
cada retirada de aliquotas, era recolocado a mesma quantidade de meio de liberacao
a fim de manter o volume constante. As amostras foram filtradas em filtros de acetato
celulose 0,45 um e analisadas no HPLC-DAD para a determina¢do da concentracao
de Azadiractina liberada.

Os dados cinéticos foram avaliados pelo modelo matematico de Korsmeyer e
Peppas (1981). Indicado na equacgéao 4.4. Esse modelo foi aplicado em outros estudos
para determinacdo da liberacdo controlada de farmacos e agroquimicos (Forim et al.,
2013; Cruz, 2005; Antonow, 2012; Sittipummongkol e Pechyen, 2018; Kumar et al.,
2010; Kaushik et al., 2013; Shakil et al., 2010).

MM = k" (4.4)

Onde k é a constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do
transportador n, mecanismo de liberacdo. M/ M- é a fragéo do principio ativo liberado
em funcao do tempo e t o tempo em horas

O valor de n esta relacionado com a forma geométrica do sistema carregador

que ird determinar o mecanismo desta liberacéo. Sistemas com formas geométricas
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esféricas apresentam os seguintes mecanismos de liberacdo: n < 0,43 indica processo
de difusédo através das paredes poliméricas; n > 0,85 erosdo da matriz polimérica; e
entre 0,43 e 0,85, transporte andmalo, combinacao entre difuséo e eroséo (Siepmann
e Peppas, 2001).

4.2.4. Analise de Degradacao Térmica

Os principais produtos utilizados nas sinteses das nanocdpsulas foram
analisados por medidas termogravimétricas (TGA), com a finalidade de conhecer o
comportamento térmico dos compostos Azamax®, PCL, PLA,

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas com a utilizacdo do
equipamento, modelo TGA 4000, marca Perkin Elmer. Utilizou-se aproximadamente
10 mg de massa e o0 aquecimento de 25°C a 700°C, taxas de 10°C e o nitrogénio,
utilizado como gas inerte, com fluxo de 50 mL min! (Fonseca, 2012).

Ao Azamax e a algumas suspensdes coloidais, NClLa, NC4Lc, NC13Ra,
NC16Rc foram também realizados testes de degradacdo térmica assistida, com o
objetivo de estudar a sensibilidade do produto quando exposto a temperatura de 60°C
(Costa, 2014). Aliquotas de 1,5 g de Azamax e 0,3 mL das suspensfes, dispostos em
vial de vidro de 2 mL (fechados), foram submetidas ao aquecimento em estufa (modelo
SL-102, marca Solab), a temperatura de 60£3°C, durante 48 horas. As escolhas das
amostras tiveram o objetivo de comparar as nanoformula¢gdes tanto aos tipos de
polimeros, formas de evaporacdo de solventes e avaliar qual poderia proteger
termicamente a Azadiractina.

Nesta analise foi acompanhado o comportamento da Azadiractina exposta ao
calor, através da concentracgdo inicial do principio ativo e apos 5, 10, 24, 29, 34 e 48
horas de exposicéo (Costa, 2014).

Segundo Forim (2006), a Azadiractina é facilmente degradada. Sua
concentracéo pode ser reduzida a 60% apos 4 horas, podendo chegar a 50% em 15

horas, quando exposta a temperaturas acima de 50°C e a luz solar (Martinez, 2002).

4.2.5. Analise de Fotodegradacéo
Os estudos de fotodegradacéo foram realizados com 0 Azamax e as amostras
NC1lLa, NC4Lc, NC13Ra e NC16Rc. Foram realizados dois ensaios de
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fotodegradacao com diferentes tipos de lampadas: germicida, comprimento de onda
UVC de 254 nm (marca Philips 450 mm, 15 W) e a Dulux L, comprimento de onda
UVA entre 315 e 400 nm (marca Osram, 36 W, 840 mm de comprimento). Essas duas
lampadas foram escolhidas por apresentarem diferentes comprimentos de onda para
verificar a protecdo que o polimero poderia oferecer ao principio ativo Azadiractina.

Nesses testes foram usadas aliquotas de 0,3 mL de 6leo e suspenséao coloidal
dispostas em frascos de vidro com capacidade de 2 mL (fechados), sob temperatura
controlada (25+ 2°C). Os ensaios foram realizados em triplicatas e as amostras foram
retiradas nos tempos de 0, 5, 10, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Apés estes periodos as
amostras eram preparadas e 0s ensaios realizados por HPLC para quantificar a
concentracéo final de Azadiractina. O Azamax foi extraido conforme o item 4.2.1.1. e
as nanocapsulas conforme o item 4.2.4.4 para a determinagao da concentragédo total
em suspensao coloidal.

Os ensaios foram realizados dentro de capela de fluxo laminar (lampada UVC)
e caixa de madeira (lampada UVA) tendo as paredes protegidas com papel aluminio
para refletirem a radiacdo (Costa, 2014 e Johnson e Dureja, 2006), ventilacdo para
evitar o aquecimento das amostras e distancia entre as amostras e a lampada de 15

cm.

4.2.6. Preparacao e Caracterizacdo de Nanocapsulas em po6

4.2.6.1. Secagem das nanocapsulas

A manutencdo de nanoparticulas em suspenséao coloidal apresenta algumas
desvantagens, como o risco de contaminagado microbiolégica, degradacao polimérica
por hidrolise, instabilidades fisico-quimicas devido a agregacao e sedimentacéo de
particulas. A fim de obter um produto com maior estabilidade, as melhores
nanoformulacdes, determinadas nos ensaios de caracterizacao, foram secas por duas
diferentes técnicas: liofilizagéo e aspersao (spray drying) (Pohlmann et al., 2002).

Os pos resultantes dos processos de secagem poderiam ser aplicados de
diferentes maneiras; através da pulverizacdo ou pela ressuspensao do p6 em agua.

As amostras secas por asperséo, marca Labmaqg, modelo MSD 0.5 (Figura 18),
as condicdes de trabalho foram informadas na Tabela 4.3.
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Tabela 2.3. Parametros utilizados na asperséo.

Parametros Condi¢bes
Diametro do Bico 0,7 mm
Controle de Vazéo 0,15 L/min
Temperatura de entrada 125°C
Temperatura de saida 105°C
Fluxo do ar atomizagéo 45 m3/min

Figura 0.3. Foto do Spray Dryer utilizado neste trabalho.

As amostras foram liofilizadas utilizando o equipamento Solab, modelo SL-404,
temperatura de -50°C e presséo de -750 mmHg.

Em ambos os testes foi adicionado o adjuvante de SiOz para ajudar na etapa
de secagem das nanocdpsulas, na concentracdo de 3% em suspensdo coloidal
conforme sugerido na literatura (Pohlmann et al., 2002; Beck, Pohimann e Guterres,
2004). A razao entre a suspensao coloidal e suspensao do adjuvante utilizada foi 1:1
(suspensao coloidal:suspensdo de SiO2 3%) estes testes foram realizados para 0s
dois processos de secagem de liofilizacdo e spray dryer (Forim et al., 2013; Fessi et
al., 1989; Tewa-Tagne et al., 2007; Muller et al., 2000; Pohlmann et al., 2002).

4.2.6.2. Caracterizacdo das nanocépsulas em po
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Apoés a transformacdo das nanosuspensdes coloidais em pé, estas foram
caracterizadas quanto: ao rendimento, morfologia, concentracao total de Azadiractina,
tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidisperséo.

O rendimento foi calculado através da soma de todos os ingredientes das
suspensdes coloidais, descontando o teor de agua. A massa final, apds etapa de
Spary Dryer ou liofilizac&o, era dividida pela soma dos ingredientes (Tewa-Tagne et
al., 2007; Muller et al., 2000, Forim et al., 2013, da Fonseca, 2012), expressa pela

equacao:

R = (Massa obtida de P6/Massa Total) * 100 (4.5)

A andlise morfoldgica foi realizada por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), através das particulas em po6. Utilizou-se uma aliquota das amostras em po
secas pelas duas técnicas, aplicada sobre a fita de carbono. As amostras foram
recobertas com um filme fino de ouro, em seguida analisadas no MEV, detector SE e
voltagem de 20kV. O equipamento utilizado marca Carl Zeiss, modelo LS-10.

A concentracao total de Azadiractina no p6 foi analisada dispersando 25 mg de
p6é em 5 mL de acetona, deixando sob agitacdo por 60 min e temperatura ambiente,
para a dissolucdo do polimero. Apés este periodo, retirou-se 1 mL desta solucéo e foi
centrifugada por 30 min, retirou-se o sobrenadante e este foi evaporado em fluxo de
N2. Sendo em seguida solubilizado com 0,5 mL de metanol, filtrada com filtro de PTFE
0,45 pm e analisado por HPLC-DAD.

O tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidispersao foi analisado
por NanoSizer com a ressuspensao do p6. Foram pesados 10 mg de amostras em po

e adicionou-se 2 mL de agua ultrapura.

4.2.7. Ensaios Biologicos com Acaros da espécie Tetranychus urticae

(Acari: Tetranychidae)
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As populacbes de acaros T. urticae (SisGen Cadastro A959D66) utilizados
nestes ensaios foram retirados da criacdo estoque do laboratério de acarologia
(Univates) e datados em arenas com folhas de feijdo. As fémeas de T. uticae foram
dispostas em arenas para oviposicao e retiradas apos dois dias (Figura 19), os ovos
foram acompanhados por 10 dias até alcancarem a fase adulta e mantidos em
camaras climaticas a 25+1°C, umidade 65 * 5% e fotoperiodo de 16:8 horas

(luz:noite). Estas mesmas condi¢des foram mantidas durante os testes.

5

t ey |
Figura 16. Fotos das arenas referentes ao acompanhamento dos ovos até a fase adulta.

As unidades de criacdes (arenas) utilizados nestes ensaios foram compostas
por algoddo umedecido, folhas verdes de feijdo com 4 cm de didmetro dispostas em
placas de petri (6,5 cm de diametro). Em seguida foram pulverizadas com o auxilio de
um aerégrafo (Sw-775 air-brush, pressao de trabalho entre 10 e 45 psi), utilizou-se
0,5 mL de solucdes de 6leo de Nim, com distancia de pulverizacdo aproximadamente
de 15 cm. Foram preparadas 4 concentragdes diferentes de Azadiractina, 32, 64, 128
e 256 ppm que foram diluidas com uma solucdo de agua destilada e 0,05% de Tween
80, utilizado como controle (Martinez-Villar et al., 2005).

Apés a etapa de pulverizacao aguardou-se 5 minutos para que os discos
estivessem secos e foram transferidos 5 acaros para cada arena. Os ensaios para
cada concentragdo de Azadiractina e controle foram realizados em triplicatas. Os
acaros, ovos e larvas foram acompanhados e contabilizados a cada 24 horas, durante
o periodo de 7 dias.

Inicialmente foram preparadas 4 concentracdes diferentes de Azadiractina, 32,
64, 128 e 256 mg L que foram diluidas a solucdo de agua destilada e 0,05% de
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Tween 80, utilizado como testemunha (Martinez-Villar et al., 2005). Este ensaio foi
realizado com o objetivo de obter a concentracdo de Azadiractina mais efetiva para o
acaro T. urticae e posteriormente a aplicacdo das nanocapsulas em suspensao.

Ap6s a verificagdo da concentracdo efetiva foram utilizadas as
nanoformulacdes tratamento NC13Ra, NC16Rc, com a concentracdo de Azadiractina
de aproximadamente 256 mg L em cada uma e as nanoformulagées testemunhas
NC25Ra e NC26Rc.

A mortalidade corrigida e a reducéo da oviposi¢ao foram calculadas a partir de
24 horas, sendo considerado morto o acaro que ndo se moveu apos o toque com fino

pincel. A mortalidade corrigida foi calculada pela formula de Abbott (1925):
% Mortalidade = (x — y/x) *100 (4.6)
Onde, x é mortalidade testemunha e y é a mortalidade tratamento com o Nim.
Os ovos também foram contabilizados com o objetivo de calcular a redugéo da
oviposicao através da férmula adaptada de Obeng-Ofori (1995):

PR = ((NC — NT)/(NC + NT)) *100 (4.7)

Onde, PR é a porcentagem média da reducéo da oviposi¢cado; NC a média de

ovos testemunha e NT média ovos tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizagdo dos Produtos utilizados na Sintese de Nanocapsulas

5.1.1. Andlise do produto Azamax por Cromatografia Liquida

As analises da quantificacdo de Azadiractina A foi determinada por HPLC,
a partir de uma solucéo padrao de Azadiractina 95%. O tempo de retencéo (tr) foi
de 4,7 min.,, o comprimento de onda que apresentou maior intensidade de

absorcéo detectado pelo DAD foi de 201 nm (Figura 20).
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Figura 17. Cromatograma e espectro DAD do padrédo de Azadiractina

- Linearidade

A linearidade foi investigada através da construcédo de 3 curvas de calibracao,
utilizando a &rea do pico cromatografico versus a concentracdo de Azadiractina, a
faixa de concentracdo avaliada foi entre 0,5 a 200 mg L. A partir da curva de
calibracdo media foi realizada a regresséo linear, com o auxilio do programa Origin,
gerando a reta apresentada na Figura 21. Os resultados obtidos estao representados
pela equacdo e coeficiente de correlacdo (r?), y = 3729,0 x — 4127,3 e r? = 0,9996,

respectivamente.
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Figura 18. Curva de calibrac&o da Azadiractina determinada no HPLC-DAD.

- Seletividade

A seletividade foi determinada pela comparacéo entre nanocapsulas de PLA e
PCL, porém sem a adicdo de Azamax na sua nanoformulacdo. Foram utilizadas as
concentracdes 10 e 50 mg L%, como forma de validar a seletividade do método, com
a adicdo de padrbes a estas nanoformulacdes. Em ambas as concentracdes e
diferentes polimeros os resultados encontrados mostraram que a resposta da area do
pico cromatografico e o tempo de retencdo ndo foram alterados nestas condi¢des.
Esses resultados indicam que as matérias-primas e 0s solventes utilizados nas
sinteses de nanocapsulas, ndo apresentam interferéncia na deteccdo do principio

ativo Azadiractina.

- Precisao e Exatidao

A preciséo representa a avaliagdo da proximidade dos resultados em uma série
de medidas e estas analises foram realizadas através de intraensaios e interensaios.
Os valores obtidos estao expressos em coeficiente de variacdo (CV%). Ja a exatidao
representa o grau de concordancia entre os resultados obtidos e os resultados

tedricos, e seus resultados sdo expressos em exatidao (E%).
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A Tabela 5 apresenta os valores de precisédo e exatiddo para as concentracfes
de 1, 5 e 200 mg L%, para os ensaios intra e inter. Conforme os niveis aceitaveis de
coeficiente de variagdo < 5% e exatidao entre -10 e 10%, os valores para as

concentragdes calculadas apresentaram valores satisfatorios.

Tabela 3. Resultados obtidos na investigacéo de precisdo e exatidao, intra e interensaios, para a analise
de Azadiractina.

Parametros Concentracao tedrica (mg L)
1 5 200

CV (%) E (%) CV (%) E (%) CV (%) E (%)

Intraensaios
3,46 8,37 3,35 2,25 0,31 -2,37

(n=10)

Interensaios
_ 4,54 9,08 4,16 1,78 0,36 1,86

(n=3/5 dias)

- Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacéo (LQ)

O limite de detecc¢do (LD) e quantificacdo (LQ) também foram determinados a
partir da curva de calibragdo, apresentando valores de 0,9 mg L' e 1,2 mg L7,
respectivamente. Estes limites foram determinados com o auxilio do software
Labsolution. A partir destes resultados pode-se concluir que o composto Azadiractina
pode ser quantificado a partir de 1,2 mg L%, pelo método otimizado neste trabalho.

5.1.1.1. Avaliacdo do Azamax® por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Apbs a validacdo do método para a determinacdo da Azadiractina por HPLC,
foi realizada a extracdo do Azamax para a determinagédo exata da concentragcéo do
principio ativo de interesse.

Segundo o fabricante a concentracdo de Azadiractina é de 12 g L, apés 3
extracOes, conforme metodologia citada no item 4.2.1.2 a média de concentracdo do
principio ativo encontrado nas analises de HPLC-DAD foi de 12,803 g L. Este valor
foi considerado como a concentragéo real para os testes de % EE. Na Figura 22, esta

representado o cromatograma do produto Azamax extraido que também sera
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analisado no LC-MSMS para determinar o perfil cromatografico e a identificacao de
seus principais componentes presentes no 6leo comercial Azamax.
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Figura 19. Cromatograma do Azamax extraido, com a identificacdo do pico do composto Azadiractina
por HPLC-DAD.

5.1.1.2. Avaliacdo do Azamax por

Cromatografia Liquida acoplado ao
Espectrémetro de Massa

O extrato amarelo, produto originado da extracdo do Azamax, foi diluido, filtrado
com filtro seringa PTFE 0,22 um e apos injetado no LC-MSMS. Analisou-se o perfil

cromatografico da amostra (Figura 23) através da varredura com o objetivo de
identificar os compostos presentes.
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Figura 20. Perfil cromatografico com zoom dos picos do extrato de Azamax, identificados por LC-
MSMS

O extrato do Azamax apresentou varios picos cromatogréficos, entre eles foram
identificados os compostos Azadiractina A e Azadiractina B (3- tigloyl-azadirachtol),
como as principais substancias presentes no 6leo de Nim, e suas estruturas séo
apresentadas na Figura 24 (Barrek et al., 2004; Forim et al., 2010; Sharma et al., 2006;
Ambrésio, 2003). A partir da intensidade dos picos € possivel concluir que 0 composto
majoritario na amostra é a Azadiractina A. Assim como ao analisarmos a area dos
picos, dos dois compostos identificados, foi possivel obter uma relacdo entre a

Azadiractina A e Azadiractina B de 2,4.
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Figura 21. Estruturas dos compostos Azadiractina A e B (3-tigloyl-azadirachtol)

A Tabela 6, apresenta a identificacdo dos dois compostos a partir da

massa/carga e da fragmentacdo de seus compostos.

Tabela 4. Identificacdo de compostos com espectrémetro de massas (LC-MSMS) conforme o tempo de

retencéo e razdo m/z dos principais reportados em literaturas.

Compostos Tempo de_ retencao m/z Atribuicdo
(min)
743 [M+Na]*
<
g 719 [M-H]
S 4,917
}E; 685 [M+H-2H20]*
<
545 [M+H-(2H20 + tigOH)]*
0 685 [M+Na]*
@
=
=
N
P 645 [M+H-2H20]*

A Azadiractina A apresentou fragmentos com m/z 719 [M-H] proveniente da

desprotonacao da molécula; m/z 743 [M+Na]* derivado da adicédo de sédio ao ion de

interesse, 0 sodio pode ser proveniente das impurezas dos solventes (Schaaf et al.,

2000); m/z 685 [M+H-2H20]* da eliminagédo de 2 moléculas de agua; m/z 585 [M+H-

(2H20+tigOH)]* da eliminacdo de 4gua e acido tiglico (Barrek et al., 2004).

A Azadiractina B apresentou fragmento com m/z 641 [M-H] ion proveniente de
sua desprotonacao; m/z 685 [M+Na]* da adicdo de sodio e m/z 645 [M+H-H20]* da

eliminacdo de uma molécula de dgua (Barrek et al., 2004; Schaaf et al., 2000).
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Cromatografia Gasosa acoplado ao

A fase hexandica obtida a partir da extracao liquido-liquido do 6leo foi analisada

por GC-MS com o objetivo de identificar os compostos volateis e acidos graxos

presentes no 6leo de Nim. A identificacdo dos acidos graxos foi confirmada com a

realizacdo da derivatizacdo das amostras, convertendo-as em ésteres metilicos, com

a finalidade de melhorar a volatilidade destes compostos. Os cromatogramas destas

analises sdo apresentados nas Figuras 25 e 26 e a identificacdo dos compostos estédo

indicadas nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.
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Figura 22. Cromatograma do GC-MS dos compostos volateis presentes na fase hexanoica do 6leo de

Nim. Picos identificados na Tabela 7.

Tabela 5. Identificagdo dos compostos volateis presentes na fase hexanéica do éleo de Nim.

Pico Nome do composto TemP ° de_ % Area Atividades
retencdo (min)
1 Acido Palmitico 43,977 2,05 Antioxidante, antimicrobial, anti-
inflamatério (Akpuaca et al.,
2013)
2 Acido Linoléico 49,133 2,87 Antioxidante, inseticida (Hema,
Kumaravel e Alagusudaram,
2011)
3 Acido Oleico 49,456 10,99 Alergénico, anti-inflamatorio,
inseticida (Hema, Kumaravel e
Alagusudaram, 2011)
4 Acido Butanodico 59,017 3,91 NE
5 Sitosterol 72,836 4,46 Fitoesterdide (Abdelhamid,

Kondratenko, Lomteva, 2015)
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6 Asarin

7 3-Amino 4-piperonyl 5-
pyrazolone
8 Gama —sitosterol

74,080

75,733

78,287

3,60

6,16

7,97

Fitoesteroide (Abdelhamid,
Kondratenko, Lomteva, 2015)

NE

Antioxidante, antibactericida
(Akpuaca et al., 2013)

NE = ndo encontrado na literatura
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Figura 23. Cromatograma do GC-MS de acidos graxos presentes na fase hexandica do 6leo de Nim,

apos a derivatizacéo. Picos identificados na Tabela 8.

Tabela 6. Identificacdo de &cidos graxos presentes na fase hexandica do 6leo de Nim apés a

derivatizacao.

Tempo ) Atividades
Pico Nome do composto de % Area
retencdo
Acido Palmitico, metil Antioxidante, antimicrobial, anti-
1 éster 21,305 12,53 inflamatério (Akpuaca et al., 2013)
P o Antioxidante, inseticida (Hema,
2 Acido linoléico, metil éster 22,963 27,91 Kumaravel e Alagusudaram, 2011)
Acido 9-Octadenodico, Antioxidante, inseticida (Hema,
3 metil éster 23,010 42,23 Kumaravel e Alagusudaram, 2011)
Conservantes utilizados na
4 Metil esterato 23,211 6,80 agricultura (Oshiobugie, Olaniyi e
Raphael, 2017)
5 Etil Oleato 23,596 3,91 NE
6 Acido Octadendico, 24221 2.99 Antioxidante, inseticida (Hema,

9,10,12-trimetil, metil éster

Kumaravel e Alagusudaram, 2011)

NE = ndo encontrado na literatura
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N&o foram encontrados nas analises de GC-MS, tanto para compostos volateis
como para acidos graxos, substancias sintéticas. Concluindo assim que o 6leo de Nim
avaliado possui somente compostos naturais, conforme reportados em outros
estudos, confirmando a ndo contaminacdo do produto comercial escolhido para o

desenvolvimento do estudo.

5.2. Determinacgdo do EHL - Equilibrio Hidrofilico Lipofilico

Nos ensaios de determinacdo de EHL, utilizou-se concentracdes conhecidas
de Span 60 e Tween 80 para preparar as emulsdes com concentracao fixa de 6leo de
Nim. Foram preparadas 5 diferentes emulsbes, sendo que todas apresentaram
aspecto leitoso e coloracao branca logo apds o preparo (Figura 27a). ApGs 24 horas
de repouso analisou-se a separacdo/cremeacao e 0s aspectos macroscopicos destas
emulsodes.

Os resultados da determinacdo do EHL apdés 24 horas de repouso,
possibilitaram verificar a separacdo das fases nas emulsdes 4 e 5 (Figura 27b),
enquanto que a amostra 1 apresentou razoavel homogeneidade (presenca de
grumos). Ja as amostras 2 e 3 apresentaram homogeneidade, correspondendo a

melhor estabilidade do sistema, porém visualmente a amostra 2 apresentou maior

viscosidade e aparéncia “aerada”.

Figura 24. Fotos dos testes de determinacdo de EHL, a) imediatamente apds preparo e b) apds 24

horas de repouso.

As amostras 2 e 3, por apresentarem melhores homogeneidades, foram
analisados por microscopia éptica para observar a presencga de glébulos dispersos e
maior regularidade no diametro das bolhas presentes.
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2, H34
3

Figura 25. Microscopia oOptica, apés 24 horas de repouo amstr 2 (a) e amosta 3 (), abas com
aumento de 10 x.

Apbs as observacdes, o melhor resultado das emulsdes foi a amostra 3, pois
apresentou melhor dispersao e tamanho de glébulos uniformes, demostrando assim
maior estabilidade (Figura 28). Portanto, a melhor propor¢éo entre os surfactantes foi
utilizando 40% de Tween 80 (fase aquosa) e 60% de Span 60 (fase organica).

Os valores ja conhecidos de EHL para os dois surfactantes utilizados, Span 60,
tensoativo lipofilico, EHL de 4,7 e Tween 80, tensoativo hidrofilico, EHL 15 e da

proporcao entre eles é possivel utilizar a equacéo 5.1.
EHLreq.= ((EHL A * %A) + (EHL B * %B))/100 (5.1)

A partir destes estudos é possivel concluir que o valor de EHL para o éleo em
estudo é 8,8. Conhecendo a emulsao com melhor estabilidade nos estudos de EHL é

possivel iniciar os testes das nanoformulacdes de suspensdes coloidais.
5.3. Caracterizagcdo das Suspensdes Coloidais

Neste estudo as suspensdes coloidais foram produzidas pelo método de
nanoprecipitacdo a partir de 6leo de Nim (Azamax). Os resultados das andlises de pH,
tamanho de particula, indice de polidispersao (Pdl), potencial zeta (PZ) e % EE, séo
apresentados na Tabela 9. As amostras estao classificadas em funcéo do tipo de
polimero e o processo de evaporacdo de solventes utilizado (L- Liofilizagdo e R-
Rotaevaporacédo), mais detalhes das nanoformulagdes podem ser vistos na Tabela 3.
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Tabela 7. Resultados da caracterizacdo de suspensdes coloidais produzidos com diferentes quantidades de polimeros, surfactantes e solvente organico.

Nanoformulacoes oH Tamanho da particula indice de polidispersao Potencial Zeta Eficiéncia de Encapsulamento
(hm) (mV) (%)
NCllLa 4,89 + 0,04 426 + 40 0,56 £ 0,05 -30,4+0,9 99,66
NC2La 4,29 + 0,07 417 + 66 0,56 £ 0,06 -23,4+0,7 99,82
NC3La 4,35+0,10 461 + 68 0,65 + 0,07 -43,1+1,2 97,17
NC4Lc 4,99 + 0,12 463 £ 24 0,48 £ 0,02 -32,2+0,2 99,38
NC7Lc 4,61 + 0,02 281 +12 0,76 = 0,09 -18,9+0,7 100,00
NC8La 4,15 + 0,00 203 £13 0,61+0,11 -24,3+0,7 97,09
NC9Lc 4,69 + 0,03 436 + 32 0,79 £ 0,03 -22,9+0,5 100,00
NC10La 4,49 + 0,00 311+3,1 0,30 + 0,03 -44,2 +3,1 95,21
NCllLa 4,33+ 0,01 314+6,5 0,35+ 0,02 -49,1+14 92,22
NC12La 4,56 £ 0,01 214 £ 4,3 0,32 £ 0,02 -27,4+0,5 98,26
NC13Ra 4,31+ 0,04 277 £3,2 0,13 £ 0,01 -24,6 +0,8 100,00
NC14Ra 4,04 £ 0,01 289 + 16 0,16 + 0,02 -31,8+0,1 98,15
NC15Ra 4,24 + 0,01 286 +4,9 0,14 +£ 0,01 -25,6 £0,9 99,99
NC16Rc 4,66 + 0,03 265+ 11 0,14 + 0,02 -47,8+0,8 92,98
NC19Rc 4,61+ 0,03 215 +11 0,18 + 0,01 -21,2+1,7 99,84
NC20Ra 4,16 + 0,02 272 +55 0,22 £ 0,01 -22,6 £0,9 100,00
NC21Rc 4,58 + 0,02 266 + 27 0,25+ 0,01 -25,5+0,6 99,20
NC22Ra 3,99 £ 0,03 223+3,7 0,2+0,01 -14,0+0,5 99,15
NC23Ra 4,14 + 0,01 216 £ 3,0 0,15 + 0,04 -25,0+1,0 98,20
NC24Ra 4,21+0,01 220+27 0,16 + 0,01 -47,4+0,5 99,35
NC25Ra 4,81 + 0,07 148+1,4 0,23 £ 0,02 -27,3+0,3 n.p.
NC26Rc 4,32+ 0,01 179+0,8 0,17 £ 0,01 -40+1,1 n.p.
NC13Ra7 6,89 + 0,02 275+ 2,6 0,14 + 0,01 -22,1+0,9 98,98
NC16Rc7 6,95 + 0,04 263+9,8 0,16 + 0,02 -50,2 +0,7 90,23

n.p. N&o pertinente.
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Nas amostras NC5La, NC6La, NC17Ra e NC18Ra, ndo ocorreram formacao
de nanocapsulas, apenas um filme polimérico, por esse motivo ndo foram
caracterizadas e nao estdo presentes na Tabela 9. Nestas nanoformulacdes
utilizaram-se concentracdes mais elevadas do polimero PLA (0,4 e 0,5% m/m) o que
possivelmente causou a ndo formacéo das particulas. Esse comportamento pode ter
ocorrido devido a dificuldade da dessolvatacdo do polimero no momento da adicéo a
fase aquosa (Fessi et al., 1989; Bicudo, 2011).

Os resultados de pH das suspensfes apresentaram valores entre 3,99 e 4,99.
Estes valores de pH podem estar relacionados as caracteristicas acido-base dos
compostos utilizados nas nanoformulacées como polimeros, tensoativos e o proprio
Azamax (pH 5,5). Este comportamento € devido a presenca dos grupos ésteres que
apresentam como caracteristicas baixo pH, entre 3 e 5 (Forim et al., 2013, Pohimann
et al., 2013, Pasquoto-Stigliani, 2016, Mlller et al., 2000, Raffin et al., 2003, Fontana
et al., 2010). Valores baixos de pH podem contribuir para a degradacéo do polimero
(Schaffazick at al., 2003, Forim et al., 2013) e do principio ativo Azadiractina (Forim et
al., 2013, Barrek et al., 2004). Por este motivo algumas suspensdes foram alterados
o pH final com adicdo de NaOH 0,05 M, elevando esse parametro para
aproximadamente 7,0. As amostras que sofreram estas alteracdes foram: NC13Ra e
NC16Rc, e apos a elevacdo do pH a nomenclatura foi alterada para NC13Ra7 e
NC16Rc7. Poucas variagdes foram observadas nos parametros analisados, indicando
qua a elevagcdo do pH nao alterou a estabilidade da suspensao coloidal, nem a
guantidade de Azadiractina encapsulada.

Os tamanhos de particulas apresentam grandes variagdes (148 a 463 nm),
principalmente entre as amostras liofilizadas (203 a 463 nm), quando comparadas
com as rotaevaporadas (215 e 289 nm). Sendo as amostras liofilizadas as que
apresentaram maior variagcdo no tamanho de particula devido ao estresse mecanico
gue ocorre em todas as etapas do processo de liofilizacao.

O processo de liofilizagdo consiste em trés etapas: 1) congelamento; 2)
secagem primaria: sublimacdo do gelo; 3) secagem secundaria: remoc¢ao da agua
absorvida que nao foi congelada na etapa 1. Durante as etapas descritas ocorrem
instabilidades das particulas, causadas pelo estresse mecanico sofrido durante o
congelamento. Estas instabilidades podem modificar ou danificar estas particulas,

causando a fuséo, ruptura, extravasamento do 6leo ou deformacéo, conforme Figura
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29 (Choi et al., 2004; Fonseca, 2012; Araujo, 2009, Abdelwahed et al., 2006;
Schaffazick et al., 2003; Ahlin et al., 2002).

Nanoesferas Nanocapsulas

, Polimero + B Oleg
8 tensioativo Polimero

Figura 26. Esquema de possiveis instabilidades que podem ocorrer durante o congelamento de
suspensdes coloidais. A) antes da liofilizagdo; B) depois da liofilizacdo sem influéncia na morfologia e
tamanho de particula; C) com agregacao/fusdo; C’) com ruptura de parede polimérica e consequente

agregacao/fusao, D) com quebra, D’) com ruptura de parede polimérica e extravasamento do

contelido oleoso e E) deformacéo de particula. (Fonte: Aradjo, 2009)

Segundo Abdelwahed et al. (2006) para amenizar este problema, teria de ser
adicionada a suspenséo crioprotetores que sdo comumente agucares Como sacarose
e glicose na concentracdo entre 2 a 30% (m/v). Estes crioprotetores teriam como
funcdo impedir a agregacdo e proteger as particulas contra o estresse mecanico
durante a solidificacdo da amostra. Essa protecéo seria através de uma formacéo de
matriz amorfa ao redor das nanoparticulas, promovendo o espacamento entre elas,
além de ocorrer as formacdes de ligacdes de hidrogénio com a agua, fazendo com
que grupos polares (surfactantes) presentes na superficie das particulas, sejam
parcialmente dessolvatadas pela agua (Abdelwahead et al., 2006; Araujo, 2009).
Porém esta adicao traria um custo maior as nanoformulagdes, além disso, o processo
de rotaevaporacao apresentou melhores resultados.

A evaporacdo de solvente por rotaevaporacdo além de ter gerado particulas
menores (~200 e 300 nm) apresentou menor dispersao na distribuicdo de tamanhos,
como pode ser constatado pelos baixos indices de polidispersdo. Nesse sistema as
particulas em suspensdo estdo mais dispersas e sofrem menos interferéncia do

processo de evaporacdo do solvente, quando comparada a técnica de liofilizac&o.
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Esses resultados estédo de acordo com a literatura, como os estudos de Schaffazick
et al. (2003) que reportaram tamanhos de particulas de 150 e 300 nm e de Fessi et al.
(1989) que utilizou PLA para encapsular diversos farmacos e reportou tamanhos entre
240 e 260 nm.

E possivel observar que diferentes concentracdes de surfactantes (Tween 80 e
Span 60), concentracdes e tipos de polimeros, quantidade de fase organica e tempo
de agitacdo nado influenciam no tamanho de particula e nem no indice de
polidispersdo. Segundo Moinard-Checot et al. (2006) o tamanho da particula esta
relacionado com a composicdo da fase organica e ndo com concentracdes de
compostos. As amostras NC25Ra e NC26Rc, nanoformulacbes sem o Oleo, foi
possivel verificar que os tamanhos das particulas sdo menores, confirmando que a
presenca do 6leo influencia no tamanho. Aspecto ja reportado na literatura por Forim
(2014a) no qual sugere que o tamanho de particula sera influenciado pela quantidade
de oleo adicionado na sua sintese.

Observou-se que a rotaevaporacgéao estava ocorrendo de forma lenta e poderia
ocasionar na agregacdo de particulas, causando a elevacdo do tamanho de
nanocapsulas e indice de polidispersdo. Ensaios foram realizados com o objetivo de
otimizar o tempo de evaporacédo do solvente que consiste na adicdo de banho de gelo
ao baldo receptor, resultando em modificacdes significativas nas caracteristicas das
nanocapsulas, quando comparadas a evaporacao lenta (temperatura ambiente no
baldo receptor). Na Tabela 10 € possivel verificar as diferencas observadas.

Tabela 8. Resultados da caracterizacdo de suspensdes coloidais com evaporacao por rotaevaporacao

em diferentes temperaturas no balédo receptor.

Rotaevaporacéo lenta Rotaevaporacgéo rapida

Amostras Tamanho indice de Tamanho indice de

pH particula - ~ pH particula 1 ~

Polidisperséo Polidispersao
(nm) (nm)

NC13Ra | 5,18 +0,09 327+3,9 0,37+0,03 | 431+0,04 277132 0,13+0,01
NCl14Ra | 4,25+0,10 402 + 13 0,45+0,03 | 404+0,01 289+16 0,16 £ 0,02
NC15Ra | 4,27 +£0,14 141 +£6,9 0,76 £ 0,04 4,24 + 0,01 286 +4,9 0,14 £ 0,01
NC16Rc | 3,67 £ 0,06 402 + 17 0,44+0,04 | 466+0,03 265+11 0,14 £ 0,02
NC19Rc | 4,50+ 0,01 356 + 21 0,71+0,04 | 461+0,03 215+11 0,18 £ 0,01
NC20Ra | 4,06+ 0,01 360 * 65 0,53+0,02 | 4,16+0,02 272+55 0,22 +£0,01
NC21Rc | 4,59 +0,01 512 + 29 0,62+0,04 | 458+0,02 266+27 0,25+0,01

Os principais parametros que sofrem alteracdes entre a rotaevaporagcao de
forma rapida foram: tamanho de particulas e o indice de polidispersdo. Nestes dois

parametros observou-se que, na evaporagdo lenta, o indice de polidispersao
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apresentou valores elevados que variaram entre 0,37 e 0,76, indicando a formacéao de
diferentes tamanhos de nanoparticulas em um mesmo sistema resultando em
suspensao coloidal heterogénea. Também ocorreu a formagéo de particulas maiores
superiores a 300 nm, estes parametros podem indicar a aglomeracéo e diferentes
tamanhos de particulas. J4 na rotaevaporacdo de forma mais rapida, ocorrem a
formacdao de particulas mais estaveis e com menor probabilidade de aglomeracédo. Os
resultados obtidos foram satisfatorios, com tamanho de particula entre 189 e 215 nm,
e o indice de polidisperséo entre 0,13 e 0,25, ou seja, nanoformulagdo homogénea.

O potencial zeta esta relacionado com a carga superficial das nanocapsulas e
€ importante para a avaliagcdo da estabilidade das suspensdes e a interacdo entre
nanoparticulas. Valores elevados (em mddulo), aproximadamente 30 mV, sao
importantes para boa estabilidade fisico-quimica das suspensdes coloidais, ja que
grandes forcas repulsivas tendem evitar a agregacdo em funcdo das colisbes
ocasionais (Schaffazick et al., 2003; Trierweiler, 2009). Os polimeros PLA e PCL
favorecem um potencial zeta negativo, este pode ser observado em todas as
nanoformulagdes, apresentando valores entre -14 e -50,2 mV. Ao compararmos as
amostras NC13Ra (0,1% PLA) e NC16Ra (0,1% PCL), a medida que foi aumentada
a concentracdo de PLA, aumentou em modulo o potencial zeta. O mesmo ocorreu ao
aumentar a concentracdo de surfactantes ou polimeros, devido a diferenca na dupla
camada, presente na parte superficial das nanocapsulas. Os surfactantes estdo
presentes na regido interfacial entre o sélido e o liquido aumentando a carga de
repulsdo (Forim et al., 2013; Mosqueira et al., 2005; Abreu, 2011) e também na
organizacdo molecular quando o polimero é re-precipitado na formacdo das
nanocapsulas (Mora-Huertas, Fessi e Elaissari, 2010).

Os resultados para porcentagem de encapsulamento foram obtidos por HPLC-
DAD através da concentracdo do principio ativo, Azadiractina. Foi possivel obter
suspensdes coloidais com valores de % EE excelentes para o 6leo de Nim, ficando
entre 92 e 100%. No geral as amostras rotaevaporadas apresentaram melhores %
EE, com excecdao somente da nanoformulacdo NC16Rc (0,1% PCL). Forim e seus
colaboradores (2013), utilizaram 6leo e extrato de Nim e o polimero PCL e obteve o
encapsulamento de aproximadamente 98%. Khoee e Yaghoobian (2009) observaram
comportamento semelhante e atribuiram esse fenbmeno ao aumento da viscosidade
das fases, a medida que aumentava as concentracdes de surfactantes, impedindo

assim o vazamento das substancias encapsuladas.
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Os resultados do indice de polidispersdo é muito importante para obter a
homogeneidade da suspensao, ja que valores baixos indicam boa dispersédo, sem
formacdo de precipitados, formados principalmente devido a cristalizagdo da
Azadiractina (Forim et al., 2013) ou a agregacédo de particulas (Abdelwahead et al.,
2006). Os resultados apresentados na Tabela 9 indicam valores mais elevados para
0 método de evaporacéao de solvente por liofilizacdo (0,3 a 0,79) quando comparados
aos obtidos para as amostras rotaevaporadas (0,1 e 0,2). Esta diferenca identifica a
uniformidade do tamanho de particula, se esta ocorrendo aglomeracdo ou
precipitacdo de algum composto.

Estes resultados estdo melhores apresentados nos graficos de tamanho de
particula (nm) x intensidade, que apresentam diferentes comportamentos e
distribuic6es de tamanhos de particulas entre os métodos de evaporacao de solventes
(Figura 30), rotaevaporacao (R) ou liofilizacdo (L). Nestes graficos é possivel observar
gue as nanoformulacfes rotaevaporadas, apresentaram somente um pico, indicando
que as nanocapsulas em suspensédo estdo com tamanhos uniformes. Enquanto que
as amostras liofilizadas apresentaram de dois a trés picos, indicando que possuem no
minimo dois diferentes tamanhos de particulas. Esse fenbmeno pode ocorrer devido
a aglomeracao de particulas ou a outras instabilidades que possam ocorrer durante o

processo de liofilizacdo, conforme apresentadas na Figura 30.
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Figura 27. Distribuicdo de tamanho de particulas das amostras NC1La, NC4Lc, NC13Ra e NC16Rc,
medidas por DLS.

Constata-se que as amostras NClLa e NC13Ra apresentam a mesma
nanoformulacéo, porém diferentes tipos de evaporacao de solventes, indicando que
as amostras rotaevaporadas apresentaram tamanho de particulas, indice de
polidispersdo e potencial zeta menores, consequentemente particulas mais estaveis
e uniformes.

As amostras NC13Ra (0,1% PLA) e a NC16Rc (0,1% PCL), séo diferenciadas
unicamente pelo tipo de polimero utilizado, PLA e PCL, respectivamente. Podemos
observar nos resultados de % EE, para a nanoformulacdo NC13Ra (0,1% PLA), que
atingiu 100%, ja os parametros pH e tamanho de particula, apresentaram valores um
pouco mais elevado ao compararmos com a formulagdo NC16Rc. O valor de potencial
zeta mais elevado (-47,8 mV), em modulo, para a formulacdo do PCL, podera indicar
menor probabilidade de aglomeracéo do que a formulagcdo com PLA (-24,6 mV).

J& nas amostras NC13Ra (0,1% PLA) e NC14Ra (0,2% PLA), na qual as

diferencas estéo na quantidade de PLA, 0,1% e 0,2% m/m, respectivamente, pouca
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diferenca foi observada nos resultados, ou seja, caracteristicas semelhantes ao seu
comportamento. O potencial zeta ficou um pouco mais elevado quando a
concentracdo do PLA utilizado foi maior. Enquanto o tamanho de particula e % EE,
gue s&o os parametros mais importantes, apresentaram melhores resultados na
formulacdo NC13Ra (0,1% PLA), com menores tamanhos de particulas e maior

porcentagem de encapsulamento.

5.3.1. Avaliacdo morfolégica em Suspenséo Coloidal - Microscopia

Eletrédnica de Transmissao (MET)

Na Figura 31, sdo apresentadas a morfologia das amostras de suspensodes
analisadas por MET, NC13Ra e NC25Ra (PLA, com e sem 6leo), NC16Rc e NC26Rc
(PCL, com e sem 0leo). Observa-se nas imagens morfologias tipicas, formatos
esféricos, de nanocapsulas sintetizadas por nanoprecipitacdo. As imagens a - b
(NC25Ra-0,1% PLA, sem 6leo), c - d (NC26Rc - 0,1% PCL, sem 6leo) correspondem
as nanoformulagBes sem a presenca do 6leo, enquanto as imagens e - f (NC13Ra —
0,1% PLA, com 6leo), g - h (NC16Rc — 0,1% PCL, com 0leo) referem-se as
nanoformulacdes com o 6leo.

Observa-se na imagem e) que as nanocapsulas produzidas com PLA estdo
melhor distribuidas e distantes umas das outras, enquanto que as nanocapsulas de
PCL, g) estdo aglomeradas, apresentando morfologias mais irregulares devido a
proximidade entre elas. Guinebretiere et al. (2002), reportou que nanocapsulas de
PCL contendo 6leo Miglyol, se deformam tornando-se paralelas e planas, mostrando
que as esferas ndo sao rigidas, devido ao conteudo interno. Na figura 31 e), refere-se
a amostra NC13Ra, 0,1% PLA é possivel observar a presenca do raio hidrodindmico

e 0 nucleo das nanocépsulas.
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Figura 28. Imagens de MET, das nanosuspensdes, a-b) nanoformulacdo NC25Ra (PLA 0,1%, sem
6leo), c-d) nanoformulagdo NC26Rc (PCL 0,1%, sem 6leo), e-f) nanoformulagdo NC13Ra (PLA 0,1%,
com 6leo), g-h) NC16Rc (PCL 0,1%, com 6leo), nas magnitudes de 26500 x e 130000x.

Os diametros foram calculados com o auxilio do software ImageJ, utilizando 20
particulas para calcular a média de seus tamanhos. Os tamanhos médios das
nanoparticulas obtidos a partir das imagens de MET estdo apresentados na Tabela

11 juntamente com os resultados obtidos por DLS, para comparagao.

Tabela 9. Resultados das medidas de tamanho de particulas comparando as técnicas de medidas,
ImageJ-MET e DLS.

~ Tamanho de particula ImageJ Tamanho de particula DLS
Nanoformulagdes _
(hm) (n=20) (nm)
NC13Ra (0,1% PLA, com 6leo) 172 +13 277 £ 3,2
NC16Rc (0,1% PCL, com éleo) 163 + 14 265+ 11
NC25Ra (0,1% PLA, sem 6éleo) 123+ 14 148+ 1,4
NC26Rc (0,1% PCL, sem 6leo) 155+ 30 179+0,8

Os tamanhos médios das nanocapsulas obtidos a partir das imagens de MET
foram de 163 £ 14 nm e 172 + 13 nm para a amostra NC16Rc (0,1% PCL, com 6leo)
e NC13Ra (0,1% PLA, com 06leo), respectivamente. Estes valores sdo menores aos
obtidos pela técnica de DLS (Tabela 11, 277 + 3,2 nm e 265 + 11,2 nm,
respectivamente). Essas diferengas sdo esperadas devido ao principio de anélises de
cada técnica, analises por DLS, os resultando séo expressos em raios hidrodinamicos,
enquanto que por MET, obtém-se diametros do nucleo das particulas. Essas
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diferencas sdo causadas devido a camada hidrodinamica presentes nas particulas
provavelmente ligadas aos surfactantes (Finsy et al., 1992; Hoffmann et al., 1997;
Schaffazick et al., 2003).

5.3.2. Estabilidade das Suspensdes Coloidais

Com o objetivo de analisar o comportamento das amostras ao longo do tempo
de armazenamento, realizou-se o acompanhamento do pH das nanocapsulas em
suspensao. Os testes foram feitos ao longo de 6 meses, tempo estimado para iniciar
a degradacdo dos polimeros biodegradaveis (Schaffazick et al., 2003). Além de
verificar quais as nanoformulacdes e processo de evaporacdo de solvente que
demostra maior estabilidade, identificando o método de conservagcdo e
armazenamento deste material.

Os critérios para a escolha das nanoformulaces NC1La, NC4Lc, NC13Ra e
NC16Rc, foram os ensaios de caracterizacdo das suspensodes coloidais. Os ensaios
foram realizados com nanoformula¢des produzidas com 0,1% de polimero sendo duas
de PLA (NClLa e NC13Ra) e as outras duas de PCL (NC4Lc e NC16Rc). Além da
influéncia do tipo de evaporacéo de solvente (L liofilizagdo e R rotaevaporacéo).

As suspensdes que foram estocadas em diferentes temperaturas de
armazenamento (-20, 4 e 20°C) foram avaliadas a estabilidade a partir das variacdes
de pH, % EE, tamanho de particula e indice de polidisperséo, ao longo de 6 meses.

Para as amostras armazenadas a -20°C, ap6s um més de estocagem
observou-se a formacéao de precipitados e por consequéncia separacao de fases, com
a presenca de fase sélida ao fundo e o um liquido turvo sobrenadante, ndo retomando
a condicdo de suspensédo coloidal apés o descongelamento. A formacao destes
precipitados € um indicativo de instabilidade fisica, provavelmente causada por for¢as
gravitacionais superiores as forgas brownianas (Abdelwahead et al., 2006, Schaffazick
et al., 2003). JA as amostras armazenadas a temperatura ambiente (20°C)
permaneceu estavel, porém verificou-se a formacédo de microorganismos apés 3
meses de estocagem.

Nas supensdes conservadas a 4°C, observou-se a presenca de apenas uma
fase, indicando uma maior estabilidade fisica e quimica das nanocapsulas em

suspensao (Abdelwahead et al., 2006). Sugerindo que a refrigeracdo das suspensdes



89

(4°C) a melhor alternativa para o armazenamento. Ja que essas suspensdes nao
apresentam tendéncia a separacdo de fases, pois particulas submicrométricas,
apresentam sedimentacao lenta, minimizada pelo movimento Browniano (Schaffazick
et al., 2003).

Conforme discutido anteriormente, o pH é um dos principais parametros de
controle da estabilidade das suspensdes estudadas. Na Figura 32 sao apresentados
os valores desse parametro ao longo de seis meses de armazenamento das quatro
suspensdes de interesse. Observa-se pequena variacdo de pH para a maioria das
amostras com leve tendéncia de queda. A Unica excecéao foi observada para a amostra
NC13Ra que apresentou aumento de pH (4,0 a 5,5).

Esse comportamento ndo é esperado, pois devido ao relaxamento das cadeias
que expdem um maior nimero de grupos carboxilicos ou pela prépria degradacao dos
polimeros, ocasionam a liberacdo de acido latico (PLA) ou &cido 6-hidréxi caproico
(PCL). Com estes acidos dispersos nas suspensoes, deveria ocorrer uma pequena
diminuicdo do pH (~0,8) por serem acidos fracos (Forim et al., 2013; Fontana et al.,
2010; Calvo, Vila-Jato e Alonso, 1996; Schaffazick et al., 2003; Lemos, 2017).

Bl \ciLa
B NC4lc
Bl \C13Ra
I NC16Rc

0 1 2 3 4 5 6

Tempo (meses)
Figura 29. Variacdo do pH das suspensfes de biopesticidas encapsulados por PLA ou PCL em

funcéo do tempo, na temperatura de 4°C.

Cabe destacar que a maior variagéo de pH para a amostra NC13Ra (0,1% PLA)

nao comprometeu a retencéo do principio ativo nessas nanocapsulas, conforme pode



90

ser visto na Figura 33a. Mesmo comportamento foi observado para outra suspenséao

utilizando o PLA (NC1La), enquanto as suspensdes de PCL apresentaram diminui¢cao

na retencdo (17%) apds 6 meses de armazenamento.
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Figura 30. Variacdo dos parametros: a) % de Retencéo, b) Potencial Zeta, c) Tamanho de Particula,
d) indice de Polidispersao, das nanoformulagdes no inicio (t0) e apds 6 meses (tf), armazenamento a
4°C.

Por outro lado, o potencial zeta (Figura 33b) apresentou uma diminuicdo do
valor, em moédulo para todas as amostras, o que pode favorecer a coalescéncia das
nanocapsulas, especialmente para a nanoformulacdo NC13Ra (0,1% PLA) que
apresentou valores, em maodulo, inferiores a 30 mV. Calvo, Vila-Jato e Alonso (1996)

reportaram 0O mesmo comportamento a esse parémetro, porém com valores
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superiores a -30 mV, segundo o autor este valor € importante para evitar a
coalescéncia das nanocapsulas. Variacoes de valores do potencial zeta podem indicar
maior probabilidade de aglomeracédo ou a degradacao, e/ou erupgéo do polimero e
consequente liberacdo do 6leo que alterando a superficie das particulas (Losa et al.,
1993; Schaffazick et al., 2003).

Tanto o tamanho de particula (Figura 33c) quanto o indice de polidispersao
(Figura 33d) aumentaram para todas as amostras. Esse comportamento esti
relacionado com a coalescéncias das particulas em suspensao e corrobora com os
resultados do potencial zeta. Comportamento similar também foi descrito por Losa et
al. (1993) e Calvo, Vila-Jato e Alonso (1996) ambos com encapsulamento de farmacos
a partir de PCL.

Esse resultados indicam que no geral as suspensdes de PLA apresentaram
melhores estabilidades quando comparadas as produzidas com PCL. Ja que nestas
nanoformulacdes a aglomeracdo ocorreu mais rapidamente, podendo ser observada
pela elevagéo dos resultados de tamanho de particula e indice de polidispersdo. Com
a aglomeracdo das nanocdpsulas ocasionaria a separacado de fases e consequente
sedimentacdo das particulas, jA que diminuiria o movimento Browniano devido ao

tamanho das particulas (Schaffazick et al., 2003).

5.3.3. Liberagdo Controlada, in vitro, de Azadiractina em Suspensao
Coloidal

O perfil de liberacéo controlada do principio ativo depende de diversos fatores,
como: biodegradabilidade, peso molecular e concentracdo dos polimeros;
concentracdo e caracteristicas fisico-quimicas do principio ativo presente no 6leo e
condi¢cbes do meio de liberacdo (tempo de contato, temperatura e pH) (Mora-Huertas,
Fessi e Elaissari, 2010).

Neste trabalho os ensaios de liberacdo controlada foram realizados com as
nanoformula¢cdes NC13Ra (0,1% PLA) e NC16Rc (0,1% PCL), escolhidas a partir dos
seus resultados na caracterizacdo das nanoformulacdes. Os dois polimeros utilizados,
PLA e PCL possuem a mesma nanoformulagcéo e o objetivo foi avaliar a capacidade

de liberag&o deste principio ativo ao longo do tempo (Figura 34).
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Figura 31. Perfil de liberacdo de Azadiractina das nanoformulagdes NC13Ra (0,1% PLA) e NC16Rc
(0,1% PCL).

Os perfis de liberacdo da Azadiractina apresentaram diferentes
comportamentos entre as nanoformulacdes testadas. A nanoformulacdo NC13Ra
(0,1% PLA) apresentou maior e mais rapida liberacdo ao longo das 168 horas
analisadas, atingindo 97 % da Azadiractina liberada no final do teste. Verificou-se a
rapida liberacdo nas dez primeiras horas do ensaio (57 %), seguida de uma etapa
lenta. Por outro lado, a nanoformulacdo NC16Rc (0,1% PCL) apresentou liberacao
mais lenta ao longo do ensaio e menor porcentagem de Azadiractina liberada (71%).

Forim e seus colaboradores (2013), nanoencapsularam o extrato e 6leo de Nim
utilizando o polimero PCL em suas formulacdes, obtiveram rapida liberacdo, 100% de
Azadiractina em 10 horas de ensaio. Riyajan e Sakdapipanich (2009) sintetizou
microcapsulas de alginato de sédio e alcool poli vinilico (PVA), encapsulando 6leo de
Nim e encontraram taxas de liberacbes entre 70 e 100% em 480 horas.
Sittipummongkol e Pechyen (2018) utilizaram PVA, goma arabica (GA) e obteve taxas
de liberacdo entre 50 e 65% de Azadiractina, em 72 horas.

Segundo a literatura as nanocapsulas obtidas por nanoprecipitacao
apresentam sistema de liberac&o bifasico. Este sistema consiste em fase rapida de
liberacdo (burst), seguida por uma etapa lenta. A rapida liberacédo ocorre devido a
degradacédo da fina membrana polimérica ou da adsor¢cédo do Oleo a superficie da
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estrutura. Na etapa lenta, corresponde a difusdo do nucleo oleoso (Cauchetier et al.,
2003).

Os resultados obtidos pelo modelo matematico de Korsmeyer e Peppas (1981)
indicam que para ambas as nanoformulagdes o mecanismo de liberacdo € anémalo,
ou seja, apresenta a combinacéo de difusdo e erupcao na liberacdo de Azadiractina.
Os valores encontrados para n durante as 168 horas de ensaio de liberacéo foram de
0,5332 para a nanoformulagédo NC13Ra (0,1% PLA) e 0,5874 para a NC16Rc (0,1%
PCL). Por este mesmo modelo matematico € possivel ainda concluir que a liberacéo
na amostra NC13Ra (0,1% PLA) até 4 horas, ocorre por difusdo, enquanto que para
a NC16RC (0,1% PCL), a liberacao por difusdo ocorre até 8 horas. Apés esse periodo
0 mecanismo dominante de liberacdo é erupcdo, jA que os valores até 0,43
correspondem a liberagdo por difuséo e entre 0,43 e 0,85 ao transporte anémalo
(difuséo e erupcao).

Forim e seus colaboradores (2013), observaram nos testes de liberacdo de
nanocapsulas de PCL dois regimes cinéticos diferentes, de 1 a 4 horas e 4 a 12 horas,
obtendo valores n de 1,613 e 4,957, respectivamente. Concluindo assim que a
liberacdo ocorre por inchaco e relaxagéo, ou erupcéo do polimero.

Kumar et al. (2010), sintetizou nanocapsulas com Polietilenoglicol (PEG) e
realizou sua liberacdo em agua, a 30°C e obteve n para diferentes formulacdes entre
0,47 e 1,18, apresentando liberacéo rapida em 24 horas e, porém, também rapida da
degradacéo da Azadiractina.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a liberacéo utilizando
a nanoformulacdo com PLA, ocorre mais rapidamente do que com o PCL. Este € um
dado importante, ja que a degradacdo do principio ativo Azadiractina pode ser mais
rapida que a liberacdo da dosagem minima necessaria para combater as pragas-
alvos. Por conseguinte, uma liberacdo lenta pode diminuir a eficacia da acao

biopesticida das nanocépsulas.
5.4. Caracterizagdo e Rendimento das Microcapsulas em Po6
A estabilidade das suspensfes coloidais podem ser um limitante para sua

aplicagéo na industria devida a baixa estabilidade fisico-quimica em meio aquoso e a

problemas microbiologicos, devido ao armazenamento. Estes problemas podem ser
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retardados ou evitados através do processo de secagem (Schaffazick et al., 2003;
Pohlmann et al., 2002; Mdller et al., 2000; Forim et al., 2013).

O processo de desidratacdo destas suspensdes tem sido realizado através da
sublimacgéo (liofilizagao) e aspersao (“spray drying”). No entanto, apés este processo
€ necessaria a caracterizacao destes, a fim de avaliar suas novas caracteristicas.

Apoés estabelecido as melhores nanoformulagcbées (NC13Ra - 0,1% PLA e
NC16Rc - 0,1% PCL) foram realizados ensaios de secagem por métodos de
liofilizag&o e asperséo. Foi necesséria a utilizacdo de um adjuvante, SiOz2, para auxiliar
na secagem destas suspensdes. Este produto foi escolhido por ser atéxico e
biocompativel, além de tornar a agregacdo das particulas reversiveis (Forim et al.,
2013, Pohlmann et al., 2002; Fessi et al., 1989; Tewa-Tagne et al., 2007; Miller et al.,
2000). Os resultados de rendimento e doseamento de Azadiractina A estdo

apresentados na Tabela 12, apos diferentes tipos de secagem.

Tabela 10. Resultados do rendimento e doseamento das suspensdes coloidais.

Nanoformulacses | Secagem Razao Rendimento Doseamento
& 9 Suspensédo Coloidal/SiO2 (%) Azadiractina (mg/kg)
NC13Ra (0,1% Liofilizac&o 1,0 49,6 465,2
PLA) Spray Dryer 1,0 56,6 649,4
NC16Rc Liofilizac&o 1,0 32,1 371,6
(0,1% PCL) Spray Dryer 1,0 29,9 375,2

A amostra NC13Ra (0,1% PLA) apresentou maiores rendimentos e
doseamentos de Azadiractina A que a NC16Rc (0,1% PCL) para ambos 0S processos
de secagem. Os melhores resultados de rendimento (56,6%) e doseamento (649,4
mg kg?) foram observados no processo de aspersao.

As amostras foram ressuspensas (em 2 mL agua) ap0s a secagem para as
analises de caracterizacao por DLS e os resultados sdo apresentados na Tabela 13.
Como esperado, as nanocapsulas durante a secagem apresentam tendéncia a se
aglomerar, ocasionando um aumento no tamanho médio das particulas bem como
maior dispersao na distribuicdo de tamanhos. Para todas as amostras, o tamanho
médio ficou na faixa micromeétrica, variando de 3229 a 5907 nm. Esses resultados
estdo de acordo com estudos disponiveis na literatura, o qual aplicaram as mesmas
técnicas de secagem para nanocapsulas utilizando diéxido de silicio como adjuvante

de secagem (Forim et al., 2013, Fonseca, 2012; Chasteinger et al., 1996; Araujo, 2009;
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Beck, Pohimann e Guterres, 2004). De acordo com Forim et al. (2013), o tamanho das
capsulas obtido, apds a secagem por spray drying, foi de 4000 nm, enquanto Beck,
Pohlmann e Guterres (2004), encontraram tamanhos entre 20000 nm e 50000 nm.
Pela técnica de liofilizagdo, Chasteinger e seus colaboradores (1996), encontraram
tamanhos de particulas entre 5000 e 15000 nm.

Para indice de polidisperséo, verifica-se a ocorréncia de aglomeracdo das
particulas e que ndo ha homogeneidade no tamanho, em ambas as técnicas de
secagem. O potencial zeta, com o recobrimento de SiO2 das nanocapsulas presentes
nas suspensdes também foram alterados, tanto para o PLA, como para o PCL. Isto
ocorre porgue a camada superficial ndo é mais constituida somente por surfactantes

e polimeros e sim por oxido de silicio.

Tabela 11. Resultados da andlise por DLS das amostras secas por Spray dryer e liofilizagdo.

Nanoformulacdes Tamanhczndne]:)partlcula Indice de polidisperséo Potenial Zeta (mV)
NC13RaS 3540+ 99 0,98 + 0,03 -15,07+1,4
NC16RcS 3229+ 49 0,94 £ 0,07 -29,43+2,8
NC13RalL 5907 + 67 1,00 + 0,00 -19,57+1,2
Nc16RcL 5889+ 99 1,00 + 0,00 -28,27 + 3,9

S — Spray dryer e L- liofilizada

Os tamanhos de particulas apresentaram valores bem variados, apos a
resuspensdo, ao compararmos as duas técnicas utilizadas neste trabalho. Essa
diferenca de tamanho de particula pode ser verificado também através do MEV, Figura
35.

Mags 1.00KX EHT =20.00 kV. Mag= 2500 KX EHT =20.00 kV

WD = 8.0mm WD = 80mm
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Mag= 1.00KX Mag= 2500KX EHT = 20.00 kv’
WD = 8.0 mm WD = 8.0 mm

Mag= 100X E Mag= 100X
WD = 8.0 mm WD = 8.0 mm

Figura 32. Imagens de MEV para as nanoformulagdes secas com SiO2, por spray dryer e liofilizagéo,
a e b) NC13RaS, c e d) NC16RcS, e) NC13RaL e f) Nc16RcL.

Observa-se diferencas morfologicas entre as amostras secas por Liofilizacao e
Spray Dryer. As amostras secas por spray dryer apresentam morfologia esférica, com
particula Aspera e casca porosa que consiste em particulas de silica (Tewa-Tagne et
al., 2007). J4 as amostras liofilizadas apresentam estruturas diferenciadas sem formas
especifica, pois durante a cristalizacdo da agua elas podem ser quebradas (Choi et
al., 2004; Araujo, 2009; Chasteinger et al., 1996).

5.5. Degradacao Térmica

O estudo de degradacdo térmica foi dividido em 2 partes: andlises
termogravimétricas das matérias-primas que tem como objetivo entender o
comportamento do PLA, PCL e Azamax quando expostos a altas temperaturas (TGA);
e a degradacao térmica da Azadiractina presente no 6leo de Nim e nas nanocapsulas

em suspensao coloidal, expostos a temperatura de 60°C, por 48 horas (em estufa).
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As curvas de TGA (Figura 36) indicam para os trés produtos analisados uma
Unica etapa de perda de massa e porcentagem residual muito baixa (~0%), ou seja,
tanto os polimeros como o Azamax foram totalmente degradados/volatilizados durante
0 aquecimento. Observa-se também que o PLA e o PCL apresentas estabilidades
térmicas muito parecidas ao comparar as temperaturas de inicio de degradacéo
(T5%), 279 e 274°C, respectivamente (Tabela 14), porém as temperaturas do picos
de degradacdo o PCL (~390°C) sdo maiores comparada ao PLA (~368°C). Esses

resultados séo similares aos reportados na literatura (Fukushima, Tabuani e Camino,
2009; Yang et al., 2008).
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Figura 33. Curvas de Andlises Termogravimétricas, TGA e DTG, dos componentes PLA, PCL e éleo
de Nim.

Tabela 12. Resultados da andlise térmica dos componentes PLA, PCL e 6leo de Nim, por TGA.

Amostras T 5% (°C) T 50% (°C) Residuo (%) Derivada do Pico (°C)
Azamax 252 358 0 419

PCL 274 349 0 390

PLA 279 339 0 368

O Azamax apresentou uma elevada temperatura de degradacdo, 252°C,
ocorrendo em uma Unica etapa e o pico da derivada de 419°C (Tabela 14). Benicio,
Neto e Sousa (2010) obtiveram o inicio da degradag¢éo em torno de 200°C.

Os ensaios de degradacédo térmica foram realizados com as amostras que
apresentaram as melhores caracteristicas, com pequenos tamanhos de particula e
indice de polidispersdo e diferentes concentragées de polimero encapsulante. Em
ambos os testes a degradacéo o 6leo de Nim bruto e encapsulado nanosuspensdes
coloidais (NC1La, NC2La, NC4Lc, NC13Ra, NC14Ra e NC16Rc), foram avaliados
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pela variacdo da concentracdo do principio ativo, Azadiractina A, por um intervalo de
48 horas.

Nos testes de degradacdo térmica, as amostras foram expostas a uma
temperatura de 60°C, por um periodo de 48 horas. Na Figura 37 estdo apresentados
0s resultados obtidos nesses testes e pode-se observar que a recuperacdo da
Azadicatina A, apos o tempo total do experimento (48 h), variou entre 28 e 64% (m/m).
O Oleo de Nim bruto apresentou recuperacéo de 46% (m/m) em 24 h e de 28% (m/m)
em 48 h. Costa (2014) realizou ensaios de degradacao térmica a temperatura de 60°C

por 24 horas, com extrato bruto de Nim, observando degradacao ~37% (m/m).
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Figura 34. Curvas de degradagéo térmica por temperatura de Azadiractina presente no 6leo de Nim e

das nanosuspensoes.

A maior protecéo foi verificada para a nanoformulacdo com 0,1% de PLA
produzida por rota evaporacéo (NC13Ra) (recuperacdo de 64% em 48h). Uma maior
guantidade de PLA na nanoformulacéo (0,2% PLA, NC14Ra) ndo implica melhora na
protecdo térmica de Azadiractina A (recuperacdo de 55%). As nanoformulagfes
produziadas com PCL apresentaram menor protecdo a degradacdo térmica quando
comparadas com as nanoformulac¢des similares de PLA. A partir destes resultados
pode-se constatar que o encapsulamento protege a Azadiractina A da degradacao
térmica, com melhor desempenho do PLA em comparacéo ao PCL.
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Barrek e seus colaboradores (2004), realizaram estudos de degradacéao
variando o pH em funcédo da temperatura. As temperaturas utilizadas foram 40, 50 e
70°C, e pHs 2, 4, 6 e 8; os melhores resultados encontrados foram nas temperaturas
40 e 50°C, com o pH 4 e 8. No pH 4,0, préximo aos obtidos neste trabalho,
apresentaram tempo de meia vida para a temperatura de 50°C, 11552 minutos
(aproximadamente 481 horas ou 20 dias).

Para avaliar o tempo de meia-vida (t¥2), tempo necessario para a concentracao
do composto Azadiractina cair a metade da concentracédo inicial, foram construidas
curvas cinéticas utilizando o modelo de pseudo-primerira ordem:

C=C0—kt (5.2)

Onde Coé a concentracao inicial e C é a concentra¢do no tempo t, k a constante
da pseudo-primeira ordem (Anexo 2).

A partir do calculo da constante foi possivel obter o tempo de meia-vida para
os resultados de termodegradacgéo nas 48 horas do ensaio, pela relagéo:

t1/2=1In2/k (5.3)
Os resultados dos tempos de meia-vida para as amostras expostas a

temperatura de 60°C, durante 48 horas, estdo expressas na Tabela 15.

Tabela 13. Resultados de tempo de meia vida das amostras para os ensaios de termodegradacao.

Nanoformulacdes Termodegradacdo
Tempo de meia vida (dias)
NClLa 1,91
NC2La 1,45
NC4Lc 1,46
NC13Ra 3,17
NC1l4Ra 2,39
NC16Rc 1,88
Azamax 1,11

A partir dos resultados de tempo de meia vida, Tabela 15, observou-se que 0
0leo de Nim quando exposto a temperatura de 60°C, apresentou tempo de meia vida
com valor de 1,11 dias, enquanto que o mesmo encapsulado apresentou melhor
protecdo térmica. As nanoformulagcdes NC13Ra (0,1% PLA) e NC14Ra (0,2% PLA),
se destacaram com valores de tempo de meia vida de 3,17 e 2,39 dias,

respectivamente.
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5.6. Fotodegradacéao

O processo de nanoencapsulamento ou microencapsulamento visam proteger
os derivados de Nim, especialmente a Azadiractina, da fotodegradacao (Costa, 2014,
Forim et al., 2013; Riyajan e Sakdapipanich, 2009).

Neste trabalho foi proposto, através da metodologia utilizada por Costa (2014),
avaliar a fotodegradacdo do 6leo de Nim, através de seu principal composto, com o
objetivo de avaliar se os polimeros empregados no encapsulamento, PLA ou PCL,
poderiam fotoproteger o Oleo de radiacdes UV e Visivel.

Para estes testes foram utilizadas as nanoformulacdes NClLa, NC4Lc,
NC13Ra e NC16Rc (os critérios de escolha foram os mesmos citados para aos
ensaios de termodegradacéo) expostas a dois tipos de radiagdes durante 120 horas,
com temperatura controlada (25°C). As lampadas utilizadas foram UVC (15 W) e
Dulux L (36W), as Figuras 38 e 39, ilustram a fotodegradacdo da Azadiractina em

funcdo do tempo para as nanoformulacdes estudadas e o 6leo de Nim bruto.
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Figura 35. Curvas de porcentagem de recuperacao de Azadiractina presente no 6leo de Nim e

nanosuspensodes poliméricas, utilizando lampada UVC.



102

Nos testes onde as amostras foram expostas a radiacdo UVC (Lampada UVC)
foram observadas grandes varicbes em termos de recuperacdo da Azadiractina (9 a
74%) entre as amostras avaliadas aos longo dos 5 dias

Entre as amostras nanoencapsuladas em suspensao, a NC13Ra (0,1% PLA)
foi a que obteve melhor resultado em relacdo a recuperacao (74%). Isso pode indicar
gue em uma amostra estavel, o polimero PLA, esta desempenhando a fotoprotecao
do principio ativo analisado neste experimento.

Ja as amostras NC1lLa, NC2La, NC4Lc, NC14Ra e Ncl6Rc apresentaram
valores de degradacéo igual ou superiores ao 6leo (53%). Este comportamento pode
estar relacionado a baixa estabilidade da Azadiractina nessas nanoformulacées e nédo
s6 devido a acdo de fotodegradacgéo, mas também ao baixo pH da nanoformulacéo.

Na figura 39 sdo mostrados os resultados de recuperagéo de Azadiractina nos

testes com a lampada Dulux que simula a radiac&o solar.
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Figura 36. Curvas de porcentagem de recuperacdo de Azadiractina presente no 6leo de Nim bruto e

nas nanosuspensdes poliméricas, utilizando lampada Dulux.

Nos ensaios de degradacao fotoquimica foram também utilizados lampadas
que simulam a radiacdo solar e as amostras foram expostas por um periodo de 120
horas. Verificou-se variagoes significativas na recuperagdo de Azadiractina A com

valores entre 9 e 69% (Figura 39). As nanoformulagcdes NClLa e NC13Ra, ambas
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sintetizadas com o polimero PLA e com diferentes processos de evaporagcdo de
solvente, apresentaram as maiores porcentagens de recuperacao, aproximadamente
32 e 38%, respectivamente. Esses valores s&o significativamente maiores que a
recuperacdo do 6leo de Nim exposto a radi¢cao (9%).

Segundo Martinez (2002) a atividade da Azadiractina, presente no 6leo de Nim,
pode ser reduzida até 60%, quando exposta a 4 horas a radiacao solar. Johnson e
Dureja (2006), realizaram o experimento durante 72 dias e constataram que em 15
dias o composto Azadiractina A, presente no 6leo de Nim, havia degradado
completamente por exposicdo a radiacdo UV de lampada germicida. Forim et al.,
2013, realizou o experimento com lampadas de actinio (UVA), por 15 dias, constatou
que apds 7 dias ndo haviam mais presenca de Azadiractina A, no 6leo e no extrato de
Nim.

Em ambos ensaios, com as diferentes lampadas utilizadas, o melhor resultado
para a protecdo contra a fotodegradacdo, foi a amostra NC13Ra (0,1% PLA),
apresentando porcentagem de recuperacéo de 74%, lampada UVC e 39%, lampada
Dulux. Observa-se também que a lampada Dulux apresenta menor recuperagcao
também para o 6leo de Nim bruto, 53 e 8%, respectivamente. Cabe destacar que 0
nanopesticida serd exposto a radiacdo solar na qual apresentam comprimentos de
onda superiores a 290 nm e estas radiacdes estado representadas pela lampada Dulux.

Na Tabela 16 foram apresentados os tempos de meia-vida para cada
nanoformulacdo e o 6leo de Nim, expostos as duas lampadas com diferentes
radiacGes e poténcia, conforme as equacdes de pseudo-primiera ordem 5.2. e 5.3,
apresentando boas correlacdes , em acordo com o encontrado por outros autores
(Forim et al., 2013; Johnson e Dureja, 2006; Barrek et al., 2004). (Anexo 3, Figura 1
e 2). Os tempos de meia-vida significativamente menores para o0s testes com a
lampada UVC podem em parte estarem relacionadas a menor poténcia dessa
lampada (15W) quando compara a lampada Dulux (36W).

Na Tabela 16 sdo apresentados os tempos de meia-vida para azadiractina
presente no 6leo de Nim bruto ou encapsulado em diferentes nanoformulacdes. A
nanoformulagcdo que apresentou melhores resultados para os dois testes foi a

nanoformulacdo NC13Ra, ou seja, a que utiliza PLA 0,1% em sua nanoformulacao.
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Tabela 14. Resultados de tempo de meia vida das amostras para o0s ensaios de fotodegradacao.

Nanoformulacdes Lampada UVC Lampada Dulux
Tempo de meia vida (dias) Tempo de meia vida (dias)
NClLa 1,44 3,57
NC2La 1,59 2,92
NC4lLc 3,48 2,92
NC13Ra 12,67 4,18
NC14Ra 3,47 3.94
NC16Rc 3,08 2,91
Azamax 3,31 1,70

As nanocapsulas em meio aquoso e de baixa estabilidade, expostas a
radiacBes UV podem ocorrer o inchaco do polimero e consequente liberacéo do 6leo
ao meio, o principio ativo disperso na suspensao, poderia sofrer a degradacao a partir
da radiacdo UV ou pelo pH baixo da suspensao (Forim et al., 2013).

Azadiractina + H20 _hv Produto (5.4)

Forim (2014), realizou ensaios com 6leo e extrato de nim nanoencapsulado
com PCL, nanoformula¢cées com e sem Span 60. As nanoformulacdes e 6éleo foram
expostos a radiacdo UVC, 15 W, durante 15 dias, os tempos de meia-vida encontrados
foram 1,39 dias para o 6leo, 7,05 dias para a nanoformulacdo sem Span 60 e 7,79
com Span 60. Os resultados obtidos nesse estudo foram maiores que os reportados
por Forim (2014).

Barrek e seus colaboradores (2004) realizaram seu trabalho utilizando
azadiractina, extraida do 6leo de neem e metanol para realizar testes com varicées
de pH (2, 4, 6 e 8) e diferentes fontes irradiagcdes (luz solar, escuridao e lampada com
vapor de mercurio de 150 W). Observou-se que o degradacdo do composto
azadiractina foi maior com a lampada do que com a luz solar e no pH 4,0, proximo aos
obtidos neste trabalho, apresentaram tempo de meia-vida para radiagao ultravioleta
de 0,9 dias.

5.7. Ensaios Bioldgico com Acaros T. urticae
Os ensaios bioldgicos realizados com o acaro T. urticae inicialmente foram

realizados com o 6leo de Nim, visando se certificar da sua atividade acaricida, bem

como qual a concentragdo mais efetiva. Na sequéncia foram realizados ensaios de
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tratamento com a Azadiractina encapsulada com os polimeros 0,1% de PLA
(NC13Ra) e 0,1% de PCL (NC16Rc), além do tratamento testemunha (NC25Ra — 01%
PLA e NC26Rc - 0,1% PCL, respectivamente).

As concentragdes do teor de Azadiractina testadas foram: 32, 64, 128 e 256 mg
L1, conforme ja utilizadas nos testes de Martinez-Villar et al. (2005). As arenas foram
acompanhadas durante sete dias nas fases de ovos e adultos.

Os resultados referentes as arenas pulverizadas com diferentes concentracoes
de Azadiractina e suas nanoformulagdes estao apresentados nas Figuras 40 e 41. Ao
final do periodo de 7 dias para todas as concentracdes de Azadiractina avaliadas
obteve-se 100% mortalidade corrigida. A concentracdo de 256 mg L alcancou a
mortalidade mais acentuada ap0s o terceiro dia de ensaio, enquanto que as
concentracbes de 64 mg L' e 128 mg L%, alcancaram 100% da mortalidade apés 5
dias de avaliacdo (Figura 40).

Segundo Menezes (2005), os inseticidas sdo classificados em quatro
categorias conforme o grau do dano que eles causam as pragas-alvo: S até 20%,
seletivo; B entre 21 e 40%, baixa toxicidade; M entre 41 e 60%, média toxicidade e A
entre 61 e 100%, alta toxicidade. Portanto as concentracbes que podem ser
consideradas de alta toxicidade sdo as superiores a 64 mg LX. Seus valores a partir
do quarto dia de avaliacdo apresentaram indices superiores a 77% de mortalidade
corrigida para esta peste-alvo.

Martinez-Villar et al. (2005) em seu estudo com o T. urticae e Azadiractina,
considerou que as concentracdes de 64 e 128 mg L diminuiram consideravelmente
a longevidade dos acaros em estudo, em 4 dias de acompanhamento. Valor este muito

préximo ao encontrado neste trabalho.
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Figura 37. Resultados da % da mortalidade corrigida de acaros pelo tempo (dias) em diferentes

concentracdes de Azadiractina no 6leo e em nanoformulagées.

As nanoformulacdes utilizadas para estes ensaios foram calculadas para
obterem concentracées de aproximadamente 256 mg L' de Azadiractina em sua
composicdo. Esta diferenca foi adotada devido a liberacéo lenta do principio ativo, a
fim de garantir uma concentragdo préxima a 128 mg L. Forim et al. (2013), em seu
trabalho aplicou as suas suspensdes coloidais em P. xylostella e utilizou nos ensaios
com o Oleo concentracdo de 4000 mg kg* e nas nanoformulagées 5000 mg kg™,
valores muito mais elevados que os utilizados nesse estudo.

A partir da Figura 40 é possivel verificar que para a amostra NC13Ra (0,1%
PLA) foi alcancada 100% de mortalidade corrigida ja a partir do segundo dia, enquanto
gue para a amostra NC16Rc (0,1% PCL) a mesma mortalidade é alcancada somente
a partir do sexto dia.

Esta diferenca pode estar relacionada com a maior liberagcdo Azadiractina pela
amostra NC13Ra (0,1% PLA) verificada nos testes de liberagcéao controlada. De acordo
com os resultados apresentados a nanoformulacdo também demonstra maior
efetividade na mortalidade quando comparados ao 6leo de Nim néo encapsulado, em
todas as concentracdes testadas. Esses resultados devem estar relacionados a
prote¢éo fotoquimica fornecida a Azadiractina pela matriz polimérica, visto que nesses

testes ha exposicdo a radiacdo solar durante 16 horas por dia.
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Figura 38. Resultados da % da reducédo da oviposi¢ado de acaros pelo tempo (dias) em diferentes

concentrac6es de Azadiractina.

Os ovos postos pelas fémeas diminuiram significativamente a partir da
concentracdo de 64 mg L, enquanto em 128 e 256 mg L ndo ocorreu oviposicédo
durante o periodo de avaliacdo. Martinez-Villar et al. (2005), ja havia reportado a
diminuicdo da oposicdo para o acaro T. urticae, quando exposto ao composto
Azadiractina, porém sob decréscimo significativo a partir de 32 mg L.

Novamente pode ser observado que a suspensao coloidal que apresentou
melhor resultado foi a NC13Ra (0,1% PLA), apresentando reduc&o na oviposi¢cao, com
valores préximos a concentracéo de 256 mg L.

A partir dos resultados obtidos com os acaros € possivel provar que o 0leo de
Nim, além de ser eficiente na mortalidade corrigida, também reduz a oviposi¢ao para
o T. urticae. Cabe destacar que as suspensdes coloidais apresentaram a mesma
eficiéncia e ainda a protegéo fotoquimica ao longo de 7 dias de exposi¢ao a radiacao
luminosa.

Os resultados obtidos sdo promissores e possibilitam utilizar o PLA como

polimero encapsulante do Oleo de Nim, proporcionando protecdo térmica e
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fotoquimica, evitando assim a sua rapida degradacao. Cabe destacar a sua eficiéncia

na liberacdo controlada, permitindo o combate a peste-alvo, T. urticae.
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6. CONCLUSOES

Por meio das técnicas de caracterizagdo empregadas para o 6leo de Nim, &
possivel verificar que o 6leo apresenta em sua composi¢ao 0s compostos Azadiractina
A e Azadiractina B, ambos pertencentes ao 6leo de Nim, sendo a Azadiractina A em
maior concentracdo, 12,803 g L. Além disso, o 6leo apresenta somente produtos
naturais em sua composicao.

Os resultados de caracterizacdo das nanoformulacdes obtidos, utilizando a
evaporacao de solvente por rotaevaporacao, apresentaram excelente capacidade de
encapsulamento do 6leo de Nim (superior a 93%), pH, tamanhos de particulas (215 a
289 nm), indice de polidispersdo (0,13 a 025), potencial zeta (-18,9 a -49,1 mV) e
particulas no formato esférico, compativeis com a técnica de nanoprecipitacdo, tanto
para o polimero PCL como para o PLA.

As nanoformulagbes apresentaram estabilidade na temperatura de 4°C, ao
longo de 6 meses de acompanhamento, a estocagem em temperatura ambiente nao
se mostrou adequada implicando na necessidade de conservacdo das amostras sob
refrigeracdo. Por conseguinte, o encapsulamento polimérico proporciona a
Azadiractina protecdo térmica e fotoquimica, a amostra NC13Ra (0,1% PLA)
apresentou valores de recuperacao de 55% quando exposta a temperatura de 60°C e
recuperacbes de 74% e 39%, quando expostas a lampada UVC e Dulux,
respectivamente. A liberacdo controlada foi eficiente ao longo de 168 horas, com
porcentagem de liberacdo de Azadiractina em torno de 97 % para a amostra NC13RA
(0,1% PLA) e 71%, para a NC16Rc (0,1% PCL).

As microcapsulas secas por aspersdo apresentaram maiores rendimentos,
doseamentos, menores tamanhos de particulas (~3000 nm) e formato esférico. A
nanoformulacdo que a presentou melhores resultados de rendimento (56,6%) e
doseamento de Azadiractina (649, mg kg™) foi a NC13RaS (0,1% PLA).

Os estudos da acgéo acaricida demonstraram que tanto para o 6leo como as
suspensdes avaliadas apresentaram excelentes resultados tanto em relacdo a
mortalidade quanto na reducéo de oviposi¢cdo do acaro T. urticae. A nanosuspensao
NC13Ra (0,1% PLA) apresentou os melhores resultados como acaricida atingindo
100% mortalidade corrigida apés o segundo dia de aplicacdo, além de néo ocorrera

oviposicéo. Esses resultados sugerem a possibilidade do uso do PLA como matriz
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polimérica alternativa e competitiva ao PCL para o nanoencapsulamento do 6leo de

Nim visando seu uso como biopesticida.
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Anexo 2 (Cinética de pseudo-primeira ordem, dados teste de termodegradacéao

Azadiractina A).
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Figura 1. Ajustes cinéticos de pseudo-primeira ordem para In(C/C0) versus tempo de aquecimento,

referente as nanoformula¢gdes nanoencapsuladas e ao 6leo de Nim.
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Anexo 3 (Cinética de pseudo-primeira ordem,
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Figura 1. Ajustes cinéticos de pseudo-primeira ordem para In(C/CO0) versus tempo de radiacdo UVC,

referente as nanoformula¢gdes nanoencapsuladas e ao 6leo de Nim.
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Figura 2. Ajustes cinéticos de pseudo-primeira ordem para In(C/C0) versus tempo de radiacdo UVA,

referente as formula¢gdes nanoencapsuladas e ao 6leo de Nim.



