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RESUMO

Bioatividade e efeito residual de nanoformulac¢oes de nim sobre Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith)

Na tentativa de reduzir a biodegradacdo dos compostos ativos do nim e melhorar seu efeito
residual, extratos de nim foram nanoformulados com diferentes tipos de nanoparticulas e de
polimeros. Estas nanoformulac¢des foram testadas sobre Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e sua
eficiéncia comparada a um produto comercial. Os polimeros poli-g-caprolactona (PCL), poli-f-
hidroxibutirato (PHB) e polimetilmetacrilato(PMMA), foram utilizados nas quantidades 0,25,
0,50 e 0,75g, e em dois tipos de nanoparticulas (cdpsulas e esferas). Foram utilizados Tween®80 e
polivinil alcool (PVA) como agentes tensoativos. As nanoformulagdes foram produzidas em
suspensdo aquosa e em pd, sendo diluidas para aplicacdo. Essas nanoformula¢des foram
aplicadas sobre dieta artificial oferecida a lagartas de segundo instar de S. frugiperda, e em
plantas de milho das quais as folhas foram cortadas e fornecidas a lagartas de primeiro instar. A
eficiéncia de diferentes nanoformulacdes foi testada considerando a mortalidade e o peso 10 dias
ap6s o tratamento. Quando aplicado em dieta artificial foi observada redu¢do no peso larval.
Entretanto, quando aplicadas em folhas de milho, quatro nanoformulagdes causaram mortalidade
entre 40 a 46%. Essas quatro nanoformula¢des foram avaliadas quanto a preferéncia alimentar e
efeito residual. Foram conduzidos trés bioensaios, nos quais as folhas de milho tratadas com as
quatro nanoformulagdes foram oferecidas as lagartas aos 1, 3 e 7 dias ap6s a pulverizacao (DAP),
considerando-se mortalidade e peso das lagartas apds 10 dias. Simultaneamente, foram realizados
testes de preferéncia alimentar com dupla escolha (tratamento x controle) com discos foliares de
milho aos 1, 3 e 7 DAP. A preferéncia alimentar foi determinada por meio de um indice de
preferéncia, calculando-se a drea foliar consumida pela lagarta ap6s 24h. O efeito residual das
nanoformulacdes foi menor que do produto comercial avaliado. Apenas uma nanoformulagao e
Organic Neem® apresentaram fagodeterréncia a S. frugiperda, mas somente em 1 DAP. Embora
as nanoformulagdes tenham causado mortalidade e redugdo de peso larval, sua eficiéncia foi
inferior a do produto comercial.

Palavras-chave: Azadirachta indica; Lagarta-do-cartucho, Nanotecnologia, Polimeros,
Nanoformulagdes
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ABSTRACT

Bioactivity and residual effect of neem nanoformulations to Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith)

Neem extracts were nanoformulated with several types of nanoparticles and polymers in a
tentative to reduce the biodegradation of neem active compounds and improve their residual
effect. These nanoformulations were tested against Spodoptera frugiperda and their efficacy
compared to a commercial product. The polymers poly(e-caprolactone) (PCL), poly(p-
hidroxibutirate) (PHB) and poly(methyl methacrylate) (PMMA) were used in the quantities 0.25,
0.50 and 0.75g and two sorts of nanoparticles (capsules and spheres). Tween®80 and poly(vinyl
alcohol) (PVA) were utilized as surfactants. The nanoformulations were produced as aqueous
suspension and powder and further diluted before application. These nanoformulations were
sprayed on artificial diet offered to second instars of S. frugiperda, and on corn plants which had
their leaves offered to first instars. The efficacy of the different formulations was tested by
assessing larval mortality and weight 10 days after treatment. When applied to artificial diets,
reduced larval weight was observed, but four of them caused 40 to 46% mortality when applied
on corn plants. The four most effective nanoformulations were further tested to evaluate their
effects on S. frugiperda larval feeding preference and their residual effect. Three bioassays were
set up using corn leaves treated with these, wich were offered to larvae at days 1, 3 and 7 after
spraying (DAS), having the larval mortality and weight assessed 10 days after larval exposure.
Simultaneously, choice tests for larval feeding preference (treatment x control) were carried out
using corn leaf discs 1, 3 and 7 DAS. Feeding preference was evaluated by using a preference
index calculated after the assessment of the leaf area fed by the larva 24h after exposure. The
residual effect of the neem nanoformulations was lower than the commercial product evaluated.
Only one nanoformulation and Organic Neem® were feeding deterrents to S. frugiperda, but only
in the first day after the treatment. Although the nanoformulations caused larval mortality and
weight reduction, their efficacy was not any better than that of the commercial product tested.

Key-words: Azadirachta indica; Fall armyworm; Nanotechnology; Polymers; Nanoformulations
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda dos mercados nacional e internacional por alimentos de qualidade e
com menos agrotéxicos tem incentivado a busca por formas mais eficientes de produgdo, por
novos produtos e compostos mais seguros a0 homem e ao meio ambiente.

O ressurgimento dos estudos com inseticidas botanicos, deixados de lado apds o
surgimento dos sintéticos na década de 40, deveu-se a necessidade de se dispor de novos
compostos para uso no controle de pragas, sem os problemas de contamina¢do ambiental,
residuos nos alimentos, efeitos prejudiciais sobre organismos benéficos e aparecimento de insetos
resistentes, causados pelos inseticidas quimicos (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000).

Uma planta que vem se mostrando bastante promissora € Azadirachta indica (A. Juss.),
conhecida popularmente no Brasil como nim. E uma 4rvore utilizada hd séculos na India, com as
mais variadas aplicacdes, inclusive como inseticida. Seus Oleos e extratos tém efeito sobre
diversas espécies de insetos, entre as quais se inclui a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith), que € considerada a principal praga do milho, cultura de grande expressividade
econdmica no pais. O nim atua principalmente como regulador de crescimento de insetos, mas
também apresenta um marcante efeito deterrente alimentar e de oviposicdo em certas espécies.
No entanto, o baixo poder residual que o nim apresenta em condi¢des de campo € hoje um grande
entrave para sua utilizacdo em larga escala. Essa é uma caracteristica inerente a todos os
compostos naturais, por sofrerem rapida biodegradagao, motivo pelo qual os inseticidas vegetais
foram substituidos pelos sintéticos no passado. Além disso, a falta de padronizagdao das
formulagdes de nim disponiveis no mercado e de um controle de qualidade fazem com que os
resultados sobre os insetos variem muito, diminuindo a credibilidade do mesmo junto aos
agricultores.

Assim, ha duas grandes barreiras ao setor brasileiro de inseticidas botanicos, como o nim,
que precisam ser vencidas. Primeiramente, hd a necessidade de pesquisa e desenvolvimento de
produtos estdveis e padronizados, com tempo de acdo em campo prolongado e mantendo sua
baixa toxicidade ao homem e aos organismos nao-alvo. Em segundo, ha necessidade de técnicas
de enriquecimento e controle de qualidade nos produtos a serem disponibilizados no comércio

assegurando a reprodutibilidade de sua eficdcia inseticida.
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A encapsulacdo dos compostos do nim dentro de membranas ou paredes poliméricas pode
melhorar sua eficiéncia. A membrana/parede polimérica protege o conteido (ingrediente ativo)
contra reacdes diversas, pode controlar a taxa de liberagcdo dos compostos e prevenir a perda de
compostos voldteis, aumentando sua estabilidade no ambiente. Além disso, a microencapsulagcao
pode converter liquidos em pds, de modo que possam ser mais facilmente manipulados
(RIYAJAN; SAKDAPIPANICH, 2009).

Com esse intuito, novas formulacdes a base de nim vém sendo produzidas por meio de
processos nanotecnoldgicos, em que as formulagdes sdo obtidas a partir de biopolimeros
nanométricos associados a 6leos e extratos de nim, visando proteger e prolongar a acdo dos
compostos nas culturas (M.R. Forim, informacao pessoal).

Assim, o objetivo deste trabalho foi testar nanoformulacdes a base de 6leo e extratos de

nim, com diferentes tipos de nanoparticulas e de material polimérico, em relacdo a atividade

inseticida e ao poder residual sobre a lagarta S. frugiperda.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) na cultura do milho (Zea mays L.)

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho (DUARTE et al., 2006), cuja
producdo de graos para a safra 2008/2009 estd estimada em 52,3 milhdes de toneladas (CONAB,
2009). Seu cultivo € realizado tanto em pequenas quanto em grandes propriedades, em carater de
subsisténcia ou como insumo para producdo de uma centena de produtos (SILOTO, 2002). A
lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢é
considerada uma das mais importantes pragas dessa cultura. E uma espécie polifaga, que pode
ocorrer também no algoddo, amendoim, arroz, trigo, soja, hortalicas, e cana-de-acucar, sendo
assim de ampla distribui¢do no Brasil (GALLO et al., 2002), embora seja marcante a preferéncia
do inseto por plantas de milho (LARA, 1979).

Os adultos s@o mariposas que medem cerca de 15 mm de comprimento por 35 a 40 mm de
envergadura, com as asas anteriores pardo-escuras e as posteriores branco-acinzentadas.
Apresentam dimorfismo sexual, sendo que as asas anteriores dos machos apresentam manchas
mais claras. As fémeas colocam seus ovos em massas nas folhas, em nimero variavel de 50 a
300, em camadas superpostas. A coloracdo varia do cinza-claro ao esverdeado, escurecendo
gradualmente até a eclosdo (ALVES et al., 1992; CRUZ, 1995; GALLO et al., 2002).

Ap6s trés dias em média as lagartas eclodem, medindo cerca de 1,90 mm. O corpo é
branco apresentando cinco estrias escuras, € a cabeca € quase negra, com trés estrias claras em
forma de Y invertido (LEIDERMAN; SAUER, 1953; CRUZ et al., 1999). As larvas recém-
eclodidas imediatamente come¢am a se alimentar das folhas, iniciando pelas partes mais tenras.
As lagartas de primeiro instar raspam a folha de um dos lados, deixando a epiderme membranosa
do outro lado intacta (CRUZ, 1995). No terceiro instar, as lagartas penetram no cartucho,
comendo as folhas centrais, sendo facilmente percebidas pelos excrementos encontrados nessa
regido da planta. Quando as folhas se abrem, as dreas atacadas se tornam aparentes. Devido ao
canibalismo, é comum encontrar-se apenas uma lagarta desenvolvida por cartucho, embora
possam ser encontradas lagartas em diferentes instares no mesmo cartucho, separadas pelas

laminas das folhas (SOUZA; SOUZA, 2002).
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As lagartas de 4° a 6° instares podem destruir completamente as plantas pequenas e causar
severos danos em plantas maiores (CRUZ, 1995). O ataque nas lavouras deve ser detectado logo
que as folhas de milho apresentarem sinais de raspagem pelas lagartas de primeiros instares,
ocasidao em que deve ser feito o controle (SOUZA; SOUZA, 2002). Em estddios mais adiantados,
pode-se encontrar a lagarta-do-cartucho atacando o penddo e até mesmo espigas em formacgdo
(WAQUIL et al., 1982).

A duracdo de cada finstar larval pode variar de acordo com a temperatura, sendo que,
dentro de certo limite, quanto maior a temperatura, menor a fase larval. A duracdo dessa fase é de
12 a 30 dias, em temperaturas variando de 35 a 20°C, respectivamente. A lagarta passa por seis a
sete instares, chegando a medir aproximadamente 50 mm de comprimento no final da fase
(FERRAZ, 1982; GALLO et al., 2002). Outros fatores podem interferir na duracdo do ciclo,
como espécie ou gendtipo da planta hospedeira (VENDRAMIM; FANCELLI, 1988; GIOLO et
al., 2002), quantidade e qualidade do alimento consumido durante a fase larval (SCRIBER;
SLANSKY JUNIOR, 1981).

Apds o completo desenvolvimento, a lagarta deixa a planta e vai pupar no solo ou sob a
palha de milho, apds passar por um periodo de pré-pupa que dura de dois a trés dias. A pupa
mede em média 17 mm de comprimento, e essa fase pode durar de 6 a 55 dias, conforme a
temperatura. Apos cerca de 11 dias emergem os adultos, cuja longevidade € de aproximadamente
12 dias (LEIDERMAN; SAUER, 1953; CRUZ, 1995).

A temperatura média acima de 25°C, o ciclo total do inseto pode ser completado em
menos de 30 dias, possibilitando a essa espécie a producdo de vérias geracdes durante o ano
(CRUZ; MONTEIRO, 2004). Nos periodos mais frios a duracdo do ciclo pode chegar a 50 dias.
A longevidade do adulto pode variar de 4,4 a 13,3 dias, conforme a temperatura e a
disponibilidade de alimento (CRUZ, 1995).

O dano causado pelo ataque € varidvel em func¢do da idade da planta, sendo a redugdo
maxima atingida no estadio de 8-10 folhas, aproximadamente 40 dias apds o plantio (CRUZ;
TURPIN, 1982). Segundo Carvalho (1970), a redu¢do na producao pode chegar até a 34%.

Apesar dos grandes avangos da pesquisa, ainda € a praga de maior preocupagdo na cultura
do milho, ndo sé no Brasil, mas em toda a América (FIGUEIREDO; PENTEADO-DIAS; CRUZ,
2005). O controle da lagarta-do-cartucho € efetuado normalmente com inseticidas sintéticos que,

entretanto, nio apresentam resultados satisfatérios, uma vez que jd existem populacdes
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resistentes. Além disso, sdo produtos que acarretam riscos ao ambiente e a saide humana. As
pesquisas de métodos alternativos ao controle quimico incluem a utilizacdo de produtos naturais,
destacando-se entre estes os extratos vegetais (ROEL; VENDRAMIM, 2006). O dleo e os
extratos de nim (Azadirachta indica A. Juss.), uma arvore origindria da India, tém grande
destaque nas pesquisas com plantas inseticidas. Seu efeito tem sido relatado sobre
aproximadamente 400 espécies de insetos (MARTINEZ, 2002), dentre as quais se inclui S.
frugiperda.

2.2 Consideracoes gerais sobre o nim

Segundo a classificagdo taxondmica de De Jussieu (1830), o nim € classificado na ordem
Rutales, subordem Rutineae, familia Meliaceae, sub-familia Melioideae, tribo Melieae, género
Azadirachta e espécie Azadirachta indica (BISWAS et al., 2002). E uma 4rvore originéria do sul
e sudeste da Asia (SCHMUTTERER, 1990), hoje disseminada por todos os paises da Africa e
outras regides tropicais e subtropicais pelo mundo, como Filipinas, Ilhas do Pacifico, Austrélia e
Américas, devido a sua rusticidade e adaptagao a regides aridas (MARTINEZ, 2002). Ha séculos
o nim é utilizado na India como antisséptico, antimicrobiano, no tratamento de distirbios
urindrios, diarréias e doencas do couro cabeludo. Da mesma forma, suas propriedades inseticidas
ja4 eram conhecidas, tendo sua aplicacdo através da mistura de folhas secas de nim a graos
armazenados ou entre as roupas, para repelir os insetos (KOUL; ISMAN; KETKAR, 1990). A
torta de nim, resultante da extracdo do 6leo das sementes, era aplicada em campos de cultivo de
arroz para controlar as pragas e era usada também como medida preventiva contra formigas
(SAXENA, 1989). O ¢6leo € usado também na indudstria cosmética, para a fabricacdo de xampus,
tonicos capilares, sabonetes e cremes dentais (NEVES; NOGUEIRA, 1996). A madeira do nim &
dura, relativamente pesada, e usada na confec¢do de carretas, ferramentas e implementos
agricolas. E ideal para programas de reflorestamento e para recuperacio de dreas degradadas,
aridas e costeiras (NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003).

As primeiras introducdes do nim no Brasil para pesquisa como planta inseticida foram
realizadas pelo Instituto Agrondmico do Parand (JAPAR), em 1986. Assim como outras
melidceas, o nim possui compostos limondides com reconhecida agdo sobre insetos

(MARTINEZ, 2002).



24

Embora seja estudado desde o inicio do século XX na India, o nim sé teve sua
importancia como planta inseticida e repelente reconhecida em 1952, quando o Prof. Dr. Heinrich
Schmutterer (Universidade de Giessen, Alemanha) observou que gafanhotos (Schistocerca
gregaria (Forskal)) ndo se alimentavam de suas folhas (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000;
MARTINEZ, 2002). Seguiram-se estudos sobre a composi¢cdo quimica da planta, conduzidos por
varios pesquisadores pelo mundo. Em 1967, um triterpendide foi isolado do 6leo de A. indica e
dos frutos de Melia azedarach L. por Lavie, Jain e Shpan-Gabrielith (1967), denominado
meliantriol, um deterrente alimentar para insetos. Em 1968, foi isolado outro composto deterrente
a partir das sementes de A. indica, a azadiractina, por David Morgan (BUTTERWORTH;
MORGAN, 1968). Entretanto, o meliantriol e a azadiractina t€ém estrutura quimica bastante
diferente e apresentam diferente potencial de deterréncia alimentar, sendo o ultimo mais potente.
Por ser uma molécula muito complexa, a estrutura da azadiractina foi completamente
determinada apenas 17 anos depois, com trabalhos simultineos nos laboratérios de Steven Ley,
W. Kraus e K. Nakanishi (BILTON et al., 1987; KRAUS et al., 1987; TURNER et al., 1987). A
azadiractina € um limondide tetranortriterpendide formado por um grupo fechado de isomeros
relacionados, denominados comumente de AZ-A até AZ-G. O isdbmero AZ-A é o componente
encontrado em maior quantidade nas sementes (SCHMUTTERER, 1990). Os andlogos
minoritdrios contribuem pouco para a eficiéncia dos extratos (ISMAN, 2006).

Devido a complexidade da estrutura molecular da azadiractina, sua sintese ainda ndo foi
possivel em laboratério. Extratos de sementes de nim, contendo azadiractina e outras moléculas
estruturalmente relacionadas, tém constituido a base do uso do nim no controle de insetos
(ISMAN, 1997). Atualmente, sdo conhecidos mais de 50 compostos terpendides da planta, a
maioria com acdo sobre os insetos, afetando em maior ou menor grau O crescimento ou
comportamento dos mesmos (MARTINEZ, 2008). Dentre eles estdo nimbina, salanina e
meliantrol, além da azadiractina; porém, esta € a principal responsavel por seu efeito inseticida
(CIOCIOLA JR.; MARTINEZ, 2002; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os extratos de nim produzem miultiplos efeitos sobre os insetos, como repeléncia, redugio
da alimentagdo, diminui¢do da oviposi¢do, interrup¢do do desenvolvimento e da ecdise, redugao
da fertilidade e fecundidade, alteragdes no comportamento, atraso no desenvolvimento e
mortalidade (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000). A azadiractina, especificamente, tem dois

efeitos marcantes sobre os insetos. Em nivel fisiol6gico, bloqueia a sintese e liberacdo de
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ecdisterdides pela glandula protoricica, agindo como regulador de crescimento, levando a ecdise
incompleta em insetos imaturos. Pode também gerar pupas e adultos com deformacdes e fémeas
estéreis. Em adic@o, a azadiractina é um potente deterrente alimentar para muitos insetos
(ISMAN, 2006). Nimbina e salanina causam principalmente repeléncia e deterréncia alimentar
em vdrios insetos das ordens Coleoptera, Hemiptera e Orthoptera (CIOCIOLA JR.; MARTINEZ,
2002). A salanina provoca redu¢do dos movimentos das paredes do intestino do inseto e, por
consequéncia, redu¢do na alimentacdo, o que pode finalmente resultar em morte por inanicao
(AGUIAR-MENEZES, 2005). O efeito regulador de crescimento foi observado somente com a
azadiractina, em todas as espécies de insetos jd testadas; entretanto o seu efeito deterrente
alimentar varia muito entre as ordens de insetos e também entre espécies da mesma ordem
(MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000).

Todas as partes da planta possuem esses compostos, mas a quantidade varia entre elas e,
portanto, os efeitos dos extratos variam segundo a matéria prima utilizada. Geralmente, a
concentracdo de azadiractina, salanina e nimbina € mais alta nas sementes, porém, fatores como
as condi¢des ambientais e o tratamento durante o processamento, despolpamento, secagem e
armazenamento das sementes podem interferir (CIOCIOLA JR.; MARTINEZ, 2002;
MARTINEZ, 2002). Outros limondides e compostos sulfurados com propriedades repelente,
antisséptica, contraceptiva, antipirética e antiparasitica sdo encontrados em outras partes da
planta, como nas folhas, flores, cascas e raizes (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000).

Pelo fato de possuir inimeros compostos com propriedades semelhantes, os extratos de
nim apresentam uma importante caracteristica, que € a probabilidade bastante reduzida de que um
inseto desenvolva resisténcia (CIOCIOLA JR.; MARTINEZ, 2002). Além disso, estudos feitos
com a azadiractina tém mostrado notédvel seletividade, ndo apresentando toxicidade a vertebrados
e efeito relativamente baixo sobre predadores e parasitdides (MORDUE (LUNTZ); MORGAN;
NISBET, 2005), dependendo o efeito, nesse caso, da formulagdo e concentragdao utilizada, da

forma de aplicacio e estigio em que o inseto se encontra (CONDOR-GOLEC, 2007).

2.2.1 Efeito do nim sobre S. frugiperda

Diversos trabalhos vém mostrando o potencial do nim para controle de insetos. No que se

refere a S. frugiperda, os extratos aquosos de folhas de nim causam atraso no desenvolvimento e
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mortalidade de lagartas. Prates, Viana e Waquil (2003) conduziram bioensaios com diferentes
concentracdoes de extrato aquoso de folhas de nim em dieta artificial com lagartas recém-
eclodidas. O extrato foi obtido por suspensdo do péd das folhas em dgua (1:10 p/v) por 24h e
posterior filtragdo e liofilizacdo, e em seguida dissolvido em uma mistura de acetona e dgua (7:3)
para ser incorporado a dieta de modo a se obterem as concentracdes finais de 10,000; 3,600;
1,756 e 0,500 mg/ml do extrato/alimento. Apds 12 dias, observaram eficiéncia equivalente entre
as concentragdes 3,60 (79,37%) e 10,00 mg/ml (100,00%). A anélise de Probit indicou uma CLsq
equivalente a 2,67 mg/ml.

Viana e Prates (2003) também estudaram o efeito do extrato aquoso de folhas de nim,
com adjuvantes, sobre lagartas de S. frugiperda recém-eclodidas. Compararam o efeito de
contato, pulverizando as lagartas, e de ingestdo, submergindo as folhas no extrato (10 mg/ml)
e/ou pulverizando-as no campo e oferecendo-as depois as lagartas. A pulverizagdo direta sobre o
inseto ndo prejudicou o desenvolvimento larval, entretanto as folhas de milho submergidas e
pulverizadas com o extrato causaram elevada mortalidade (equivalente a causada pelo inseticida
clorpirifés) e prejudicaram o desenvolvimento das lagartas sobreviventes. Observaram também
que a adicao de espalhante adesivo e 6leo de soja ao extrato melhoraram a eficiéncia do mesmo.

Posteriormente, os mesmos autores avaliaram o efeito do periodo de alimentag@o sobre a
mortalidade de lagartas de S. frugiperda de diferentes idades, alimentando-as com folhas de
milho tratadas com o extrato aquoso de folhas. No primeiro experimento, lagartas recém-
eclodidas foram alimentadas por periodos de um a seis dias e, em seguida, alimentadas com
folhas ndo tratadas. No segundo, lagartas com diferentes idades (1 a 13 dias) foram alimentadas
com as folhas tratadas durante todo o periodo experimental. As lagartas recém-eclodidas,
alimentadas com folhas de milho tratadas com extrato de nim por um dia, tiveram alta
mortalidade (99,0 a 100,0%), indicando que mesmo um curto periodo de alimentacdo em plantas
tratadas € suficiente para que o seu desenvolvimento seja afetado. A mortalidade de lagartas com
até oito dias (3° instar) tratadas durante todo o periodo foi elevada (90,0%), decrescendo
acentuadamente apds dez dias de idade. Isso indica que, quanto mais avangada a idade das
lagartas submetidas ao tratamento, menor o efeito do extrato de nim e, consequentemente, o
controle (VIANA; PRATES, 2005).

Muitos trabalhos t€m sido feitos também com produtos formulados. Lima et al. (2008)

A N . ®
estudaram a eficiéncia de alguns produtos comerciais a base de nim em campo: NeemAzal-T/S



27

(0,25% e 0,5%), Rotenat CE® (0,5%), Natuneem® (0,5%), Rotenat CE® + Natuneem®
(0,25+0,25%), Dalneem® (0,5%) e Organic Neem® (0,5%). Os autores fizeram trés pulverizagdes
dos tratamentos, em duas épocas de semeadura (novembro e dezembro de 2005), determinando
oito dias apds cada aplicacdo a porcentagem de plantas atacadas e o rendimento de graos.
Obtiveram diferenca significativa no controle da lagarta-do-cartucho entre as épocas de
semeadura, com maior eficiéncia de controle para a primeira época, destacando-se os tratamentos
com NeemAzal-T/S (0,5%) e Dalneem (0,5%). Quanto ao rendimento de graos, ndo constataram
diferenca entre as épocas de semeadura, destacando-se o NeemAzal-T/S (0,5%) na primeira
época, causando a menor reducio dentre os inseticidas a base de nim testados.

Pérez et al. (1997) avaliaram, em Cuba, trés inseticidas a base de nim para controle de S.
frugiperda em campo. Os produtos testados foram Cubanim-t® (pé seco), Oleonim-80° CE e
Oleonim-50® CE, em comparagio ao inseticida quimico Karate® EC. Os trés produtos reduziram
a populagdo da lagarta no campo, com melhor eficiéncia com 3 e 4 aplicacdes, embora nenhum
deles tenha superado o tratamento quimico.

Correia et al. (2007) testaram sobre a lagarta-do-cartucho o produto Rot-nim® que, além
de nim, contém rotenona piretro, pirolenhoso, Allamanda nobilis e Piper nigrum. O mesmo foi
preparado nas concentragdes 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1,00%, nas quais secOes foliares eram
submersas e posteriormente oferecidas a lagartas de 3° instar, sendo substituidos ap6s 48h por
folhas nao tratadas, trocadas diariamente até o final da fase larval. Avaliaram entdo a
sobrevivéncia larval, a duragdo da fase larval (3° instar até pupa), duracdo e peso das pupas com
24h de idade e razao sexual. Na concentracdo de 1,0% a sobrevivéncia larval foi de 36,67%,
sendo a unica a diferir da testemunha. Os outros parametros biolégicos ndo foram afetados por
nenhuma das concentragdes testadas. Os autores observaram, ainda, que as lagartas que se
alimentaram de folhas tratadas com Rot-nim, principalmente nas maiores concentracoes,
reduziram a alimentacdo, apresentaram reteng¢ao de exuvias e ecdises incompletas, e atribuiram
esse fato ao efeito do produto como regulador de crescimento.

Lima, Oliveira e Marques (2009) testaram em campo, casa de vegetacdo e laboratdrio, as
formulacdes comerciais de nim Natuneem® e Neemseto®, além do inseticida biolégico Bta
(Xentari®). As aplicacdes dos produtos em campo foram feitas aos 15, 30 e 45 e aos 15, 25 e 35
dias ap6s a emergéncia das plantas, em dois experimentos, um em 2005 e outro em 2006, sendo a

eficiéncia avaliada por meio da escala de danos (injdrias) de Carvalho (1970), variando de O
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(plantas sem injurias nas folhas) a 5 (plantas mortas). Em 2005, apenas Neemseto foi eficiente
aos 30 dias. Em 2006, as parcelas tratadas com Neemseto e com Bta, com notas médias de 0,93 e
0,98, respectivamente, diferiram da testemunha, cuja nota foi 2,38, na avaliacdo realizada aos 35
dias. Em casa de vegetacdo, plantas de milho com cerca de 40 dias de idade foram pulverizadas e
posteriormente infestadas artificialmente com lagartas recém-eclodidas da lagarta-do-cartucho.
Ap6s 10 dias verificaram que os tratamentos foram igualmente eficientes, diferindo da
testemunha, tanto em relacdo as notas de dano quanto ao nimero de lagartas sobreviventes, sendo

entdo promissores para uso em programas de manejo desse inseto.
2.2.2 Barreiras a expansao e comercializacao do nim

Até o momento hd apenas quatro tipos principais de produtos botanicos em uso para o
controle de insetos (piretro, rotenona, nim e 6leos essenciais), juntamente com trés outros de uso
limitado (riania, nicotina e sabadila). O piretro € o inseticida botanico predominante em uso,
ocupando cerca de 80% do mercado global de inseticidas botanicos (ISMAN, 2006).

O principal entrave a chegada desses produtos ao mercado € o registro. Em geral, ndo se
trata de uma Unica substincia de origem vegetal, ou um complexo de substancias quimicamente
similares, mas vdarias moléculas com distintas estruturas, de maneira que as instituicdoes de
registro em todos os paises solicitam a identificacdo de todas elas e os correspondentes testes
toxicolégicos (AGUIAR-MENEZES, 2005). Na Alemanha, o processo de registro de um extrato
de nim (com azadiractina como ingrediente ativo) como inseticida para permissao em todos os
cultivos leva em torno de 8 anos, a um custo médio de 8 milhdes de délares ISMAN, 1997).

No Brasil, atualmente ha vérios produtos formulados a base de nim, como Neemseto®
(Cruangi Neem do Brasil Ltda., Timbatba, PE), Organic Neem® (Dalquim Industria e Comércio,
Itajai, SC), Natuneem® (Natural Rural, Araraquara, SP), Base Nim® (Base Fértil Comercial
Agricola Ltda., Ribeirdo Preto, SP), Azamax® (DVA Agro do Brasil, Campinas, SP), entre
outros, sendo este ultimo o Unico com registro no Ministério da Agricultura, para controle de
Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae) na cultura do citros (AGROFIT,
2009).

Outros fatores que tém dificultado o aumento do uso do nim no mercado sio a falta de

suprimento de sementes com conteido conhecido de azadiractina, a falta de padronizacdo dos
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produtos formulados e o custo do produto (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000). Além disso,
por se tratar de um produto natural, os compostos do nim apresentam persisténcia limitada sob
condi¢cdes de campo. Temperatura, luz ultravioleta, pH das partes da planta tratadas, chuva e
outros fatores ambientais exercem influéncia negativa sobre os principios ativos. O efeito residual
de produtos a base de nim € relativamente baixo, em torno de 5 a 7 dias, o que geralmente torna
necessdrio repetir a aplicagdo em um curto periodo de tempo (SCHMUTTERER, 1990). A
azadiractina € suscetivel a fotodegradacdo e se decompde com o calor, por isso a hora apropriada
para sua aplicacdo € ao amanhecer ou entardecer. Apos 4h de exposi¢ao a luz solar, a atividade da
azadiractina pode ser reduzida a quase 60% (CIOCIOLA JR.; MARTINEZ, 2002; MARTINEZ,
2002).

Caboni et al. (2002) estudaram a degradacdo da azadiractina A em frutos de oliveira
pulverizados e em testes de laboratério, utilizando uma formulagdo comercial Oikos® (AZ-A
3,2%, Sipcam, Itdlia) na dose recomendada. Nos testes com os frutos, os mesmos foram coletados
1, 2, 3 e 7 dias ap6s a aplicacdo da formulagdo, a partir dos quais foram obtidos extratos para
quantificac@o do residuo de azadiractina. O residuo encontrado logo ap6s o tratamento foi de 0,35
mg/kg; no dia 1, o residuo foi 0,28 mg/kg; no dia 3, constatou-se reducao de 90%, com 0,03
mg/kg de residuo e, no dia 7, a azadiractina nao foi detectada. A meia-vida da azadiractina foi
calculada em 0,8 dias. Em laboratério, os autores simularam testes de evaporacdo,
termodegradagdo e fotodegradacdo, com a formulagdo comercial e também com a azadiractina
isolada, e verificaram que a fotodegradacdo € o principal fator responsavel pela degradacdo do
composto. A meia-vida calculada para a azadiractina isolada foi de 13,2h, enquanto que para a
formulacao foi de 2,7h, ou seja, uma taxa de degradacdo cinco vezes maior. Isso mostra que os
aditivos na formulag@o aceleram a fotodegradacido da azadiractina, atuando como catalisadores.
Assim, € necessario que haja mais pesquisas visando a obtencdo de novas formulagdes, mais
estdveis e com maior persisténcia, melhorando consequentemente sua eficiéncia (NATIONAL

RESEARCH COUNCIL, 1992).

2.3 A nanotecnologia e o desenvolvimento de novas formulacoes de nim

O inseticida mais simples de nim € um Oleo ou extrato cru. Entretanto, varias

modificagdes podem ser feitas para aumentar a estabilidade e a reprodutibilidade do produto: os



30

extratos de nim podem ser convertidos na forma de granulos, pds, pés molhdveis ou concentrados
emulsiondveis. Outras formulagcdes podem envolver a adicdo de produtos quimicos ou mesmo a
modificagcdo quimica dos ingredientes ativos (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1992).
Produtos com caracteristicas melhoradas poderiam ser obtidos através de uma drea ampla e
interdisciplinar da ciéncia que vem crescendo rapidamente nos ultimos anos, a nanotecnologia.
Esta se baseia na manipulacao de particulas subatdomicas, as nanoparticulas. Um nano € a unidade
de medida que corresponde a milionésima parte de um milimetro (GRUPO ETC, 2004). O
dominio da nanotecnologia encontra-se compreendido entre 0,1 e 100 nm, ou seja, desde as
dimensodes dos dtomos e moléculas até préximo a valores do comprimento de onda da luz visivel
(MEDEIROS; PATERNO; MATTOSO, 2006).

No Brasil, a partir de 2001, o Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT) comegou um
esfor¢o conjunto nesta area, conhecido como Iniciativa Brasileira em Nanotecnologia, formando
uma rede de pesquisa cooperativa neste tema, que conta com a participacdo de mais de uma
centena de instituicdes de pesquisa e ensino em todo o pais (GONGORA-RUBIO; SEABRA,
2005; DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006).

A nanotecnologia tem provocado uma revolu¢do em vdrios setores da ciéncia e
tecnologia, pela descoberta de que os materiais em escala nanométrica (nanoescala) podem
apresentar novas propriedades fisicas e quimicas e melhores desempenhos do que aqueles que
geralmente sdo apresentados em escala micro ou macroscopica (MEDEIROS; PATERNO;
MATTOSO, 2006). Os materiais se comportam de maneira diferente na nanoescala porque nesta
tem-se, proporcionalmente, uma superficie muito grande em relacdo a massa do material, o que
implica que nenhum atomo esteja muito longe de uma interface e, portanto, fique sujeito a
interacoes com o mundo exterior, tornando-se mais reativo (GONGORA-RUBIO; SEABRA,
2005).

A industria estd explorando essas alteracdes que a matéria sofre na nanoescala para criar
novos produtos. A maior parte das aplicagdes comerciais estd na engenharia de materiais,
informatica, medicina, agricultura e alimentacdo (GRUPO ETC, 2004). Podem-se obter materiais
mais leves, pneus mais durdveis e plasticos ndo inflamdveis; aumento na velocidade de
processamento de informacao nos sistemas de comunicagao, sistemas de comunicagdo wireless;
confeccdo de tecidos inteligentes que repelem manchas, reduzem a absorcdo de umidade e sdao

antiestdticos; obtencdo de nanoparticulas poliméricas para administracdo de farmacos, além de
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novos medicamentos baseados em nanoestruturas e até kits de autodiagndstico; membranas
seletivas para remoc¢do de contaminantes, novas possibilidades de reciclagem e pesticidas mais
seguros aplicados via nanoencapsulamento (GONGORA-RUBIO; SEABRA, 2005).

No setor agricola, grandes corporacdes como a BASF, Bayer, Syngenta e Monsanto estdo
patenteando agrotéxicos nanoencapsulados, que se dissolvem mais facilmente na dgua, requerem
menor quantidade de produto ativo e tém maior poder letal, ou alcancam exclusivamente o
objetivo, sem maiores efeitos secunddrios (GRUPO ETC, 2004). Produtos com maior eficicia na
aplicacdo sdo desejaveis ndo apenas pela vantagem econdmica, mas, sobretudo, pela diminuicao
da toxicidade para o homem durante a sua aplicacdo e diminui¢do da carga poluente para o meio
ambiente. Assim, a aplicacdo da nanotecnologia no setor de insumos agropecudrios tem a
finalidade de melhorar a eficiéncia funcional de produtos como nutrientes e agrotdxicos e a
seguranca no manuseio desses produtos, reduzindo riscos de toxicidade para o homem, de
contaminacdo ambiental e das concentragdes aplicadas na lavoura (MATTOSO; MEDEIROS;
MARTIN NETO, 2005).

As nanoparticulas sdo preparadas a partir de polimeros biodegraddveis em sistemas
coloidais aquosos que podem ser compostos por nanocdpsulas ou nanoesferas, as quais diferem
entre si pela presenca ou auséncia de 6leo em suas composi¢des. As nanocapsulas sdo vesiculas
constituidas por um invélucro polimérico disposto em torno de um ntcleo oleoso. Por outro lado,
as nanoesferas, que ndo apresentam Oleo em sua composi¢do, sdo formadas por uma matriz
polimérica (MAGENHEIM; BENITA, 1991). Nas nanoesferas, os compostos bioativos podem
encontrar-se retidos ou dispersos na matriz, enquanto que nas nanocdpsulas eles estardo
distribuidos na vesicula ou adsorvidos na parede polimérica (Figura 1) (SCHAFFAZICK et al.,
2003).
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Figura 1 - Representacdo esquemadtica de nanoparticulas poliméricas. A) Nanocdpsula, com o principio ativo
dissolvido no nticleo oleoso e/ou adsorvido na parede polimérica; B) Nanoesfera, com o principio ativo
retido (adsorvido e/ou disperso) na matriz polimérica. (Adaptado de Schaffazick et al., 2003)

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas de diversos métodos. De uma forma
geral, esses métodos podem ser classificados em duas categorias principais, levando-se em
consideracdo se a formacdo das nanoparticulas requer uma reacdo de polimerizacdao
(polimerizacdo in situ) ou se estas sdo formadas diretamente utilizando-se um polimero pré-
formado (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001). Dentre essas técnicas
destaca-se a deposicao interfacial de polimero pré-formado, seguida da evaporacao do solvente,
considerado um método simples, baseado na precipitacdo de polimeros. No processo, uma
separacdo de fases é induzida pela adicdo da solucdo de polimero em um nao solvente para o
mesmo. Assim, as particulas formam-se espontanea e instantaneamente (FESSI et al., 1989).

Entre os polimeros biodegraddveis utilizados, os polihidroxialcanoatos (PHAs), em
particular o poli-B-hidroxibutirato (PHB) e poli-e-caprolactona (PCL), tém despertado o interesse
de muitos pesquisadores, por serem poliésteres biodegradaveis no ambiente. O PHB ¢é produzido
pela bactéria Cupriavidus necator, que o acumula sob a forma de granulos intracelulares a partir
de substancias como a glicose e a sacarose. O polimero € completamente degradado, gerando
CO, e convertido & biomassa por bactérias, fungos e leveduras. E muito aplicado em diversas
areas como na industria de embalagens, na agricultura, em areas médicas com énfase na
ortopedia e em sistemas de liberacdo de drogas (ROSA; PENTEADO; CALIL, 2000). O PCL ¢é

um poliéster biocompativel geralmente preparado pela abertura do anel de polimerizacao do &-
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caprolactona (CHANDRA; RUSTGI, 1998) e degradado por muitos microorganismos, em
particular pelo fungo Pullularia pullulans (MOCHIZUCHI et al., 1999). Est4 sendo investigado
particularmente no contexto de sistemas de liberacdo de drogas (CHIELLINI; SOLARO, 1996).

Outro polimero biocompativel de grande interesse € o polimetacrilato de metila ou
polimetilmetacrilato (PMMA), obtido através da polimerizacdo do metacrilato de metila (MMA).
O PMMA ¢ um termopldstico amplamente usado nos mais variados campos devido as suas
excelentes propriedades, tais como transparéncia e baixa densidade. Conhecido como acrilico, é
utilizado em revestimentos de superficie, plasticos, préteses dentdrias, em substituicdo ao vidro
em avides e barcos, clarabdias, iluminacdo exterior, painéis para antncios de publicidade, lentes
para as luzes traseiras dos automoveis, revestimentos protetores, 6culos de protecdo, puxadores e
macanetas (ANTONIO, 2007). Ele degrada-se sob acdo do calor quase exclusivamente em
metacrilato de metila, com rendimentos que podem atingir 97%, gerando além do mondmero,
produtos secundérios como CO,, CO, CH4, CH30H, hidrocarbonetos e residuos carbonizados
(ARISAWA; BRILL, 1997).

A velocidade de degradagao dos polimeros biodegradaveis pode ser modificada e regulada
por variacdes na composicao, no peso molecular do polimero e nos métodos de preparagao das
nanoparticulas, entre outros. A possibilidade de produ¢do de uma diversidade de polimeros com
propriedades variadas representa uma ferramenta importante para a engenharia de nanoparticulas
(RE; RODRIGUES, 2006).

Assim, a obtencao de formulacdes encapsuladas em que o principio ativo pudesse ter sua
liberacdo controlada, prolongaria sua atividade biol6gica, uma vez que o envoltério polimérico
propiciaria reducdo das perdas do produto por evaporagdo e protegeria os ingredientes ativos da
degradacao pela luz solar (GRUPO ETC, 2004). No caso do nim, uma formulacdo com essas

caracteristicas poderia representar uma alternativa mais econdmica e eficiente de controle.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Plantas Inseticidas, em condi¢des
controladas (25£3°C, UR 60+10% e fotofase de 14 horas), e em casa de vegetacdo, no Setor de
Entomologia, Departamento de Entomologia e Acarologia, da Escola Superior de Agricultura

“Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, em Piracicaba, SP.

3.1 Criacao de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)

A criacdo de S. frugiperda foi mantida no referido laboratério, onde as lagartas foram
alimentadas com dieta artificial (BURTON; PERKINS, 1972), e os adultos receberam apenas
dgua. Periodicamente, posturas provenientes de criacdes mantidas em outros laboratdrios do
mesmo setor foram introduzidas na criacdo, para aumentar a variabilidade genética e evitar

degeneracao da populacao.

3.2 Bioensaios com aplicacao das formula¢oes em dieta artificial

3.2.1 Estimativa da CLs¢ de uma formulacio comercial de 6leo de nim

Nessa primeira etapa, foram realizados testes para estimativa da CLsy (concentragao
necessaria para matar 50% da populagdo de lagartas) por meio da aplicagdo de uma formulacao
comercial de 6leo de nim (Organic Neem®, Dalquim Industria e Comércio) em dieta artificial
oferecida a lagartas de segundo instar de S. frugiperda. Antes de cada teste, a quantidade de
azadiractina A em mg/L presente no produto foi quantificada e utilizada como referéncia para
fins de padronizacao das concentragdes.

Foram realizados testes preliminares com a referida formulagdo para estimar as
concentracdes bdsicas do produto que provocam mortalidade larval de 95% e mortalidade

semelhante a obtida no controle (dgua destilada). Com base nessas concentragdes, foram

estabelecidas as concentracdes a serem testadas, através da formula (FINNEY, 1971):
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onde: q = razdo de progressdo geométrica (p.g.); n = nimero de concentracdes a extrapolar; a, =
limite superior da p.g. (concentracdo que provoca mortalidade de cerca de 95%, estimada através
dos testes preliminares); a;= limite inferior da p.g. (concentragdo que provoca mortalidade
semelhante ao controle, estimada através dos testes preliminares).

Para a realizacdo dos testes preliminares e do teste para determinagdo da CLsj, foram
utilizadas placas de Elisa com 24 células cada, onde foram colocados 2 ml de dieta artificial
(GREENE; LEPLA; DICKERSON, 1976) por célula, utilizando um pipetador (Boeco Germany®
Series Pipetor). As diferentes concentracdes da referida formulagdo foram obtidas por diluicdo
em agua destilada e em cada célula foram aplicados 30 ul, sobre a dieta, com auxilio de uma
micropipeta (Exacta® Micro Pipette). As placas foram mantidas abertas por duas horas para
permitir a evaporacdo do excesso de dgua e em seguida foi inoculada uma lagarta de segundo
instar por célula. Foram feitas quatro repeticdes por tratamento, cada uma consistindo de uma
placa de Elisa, totalizando 96 lagartas. As avaliacdes de mortalidade foram feitas diariamente, até

0 10° dia apds a instalacao do experimento.
3.2.2 Selecao das nanoformulacoes mais promissoras em dieta artificial

Nessa etapa foram testadas 24 nanoformulagdes em suspensdo, incluindo formulagdes
sem principio ativo, ou seja, sem 6leo e/ou extrato de nim (brancos), para verificacdo de algum
possivel efeito adverso dos polimeros sobre as lagartas (Quadro 1). As nanoformulacdes foram
obtidas pelo método de deposicdo de polimeros pré-formados (FESSI et al., 1989), sendo
utilizado nas esferas um extrato de nim obtido em laboratdrio por percolagdo em solvente, e nas
céapsulas 6leo comercial Organic Neem, além do extrato. As primeiras nanoformulagdes testadas
variaram principalmente quanto ao tipo e quantidade de polimero utilizado e tipo de
nanoparticula. Assim, foram utilizados dois polimeros: PCL (poli-e-caprolactona) e PHB (poli-B3-
hidroxibutirato), e ainda uma blenda (mistura) dos dois (PCL+PHB). As quantidades de polimero

utilizadas foram 0,25; 0,5 e 0,75 g. Quanto ao tipo de nanoparticula foram avaliados: nanocapsula
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(NC, composta por uma camada polimérica envolvendo 6leo comercial Organic Neem + extrato

de nim) e nanoesfera (NS, composta por uma matriz polimérica contendo apenas extrato de nim).

Codigo

Descricao

Formulacoes com nim

[SINC-PCL(0,25)

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PCL(0,50)

Nanocdapsulas PCL (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PCL(0,75)

Nanocdpsulas PCL (0,75g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PHB(0,50)

Nanocdpsulas PHB (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PCL/PHB(0,50)

Nanocdpsulas PCL e PHB (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim +
Tween

[SINC-PCL(0,50)+TF

Nanocdpsulas PCL (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim +
Tween + Tampao fosfato

[SINC-PCL(0,50)+ TiO,

Nanocdpsulas PCL (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim +
Tween + TiO, (0,025%)

[SINS- PCL(0,25)

Nanoesferas PCL (0,25g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,50)

Nanoesferas PCL (0,50g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,75)

Nanoesferas PCL (0,75g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PHB(0,50)

Nanoesferas PHB (0,50g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL/PHB(0,50)

Nanoesferas PCL e PHB (0,50g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,50)+TF

Nanoesferas PCL (0,50g) + extrato de nim +
Tween + Tampao fosfato

[SINS-PCL(0,50)+ TiO,

Nanoesferas PCL (0,50g) + extrato de nim +
Tween + TiO; (0,025%)

Formulacoes sem nim (brancos)

[SINC-PCL(0,25)-B

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + Oleato de isodecila + Tween

[SINC-PCL(0,50)-B

Nanocdpsulas PCL (0,50g) + Oleato de isodecila + Tween

[SINC-PCL(0,75)-B

Nanocdpsulas PCL (0,75g) + Oleato de isodecila + Tween

[SINC-PHB(0,50)-B

Nanocdpsulas PHB (0,50g) + Oleato de isodecila + Tween

[SINC-PCL/PHB(0,50)-B

Nanocdpsulas PCL e PHB (0,50g) + Oleato de isodecila + Tween

[SINS-PCL(0,25)-B

Nanoesferas PCL (0,25g) + Tween

[SINS-PCL(0,50)-B

Nanoesferas PCL (0,50g) + Tween

[SINS-PCL(0,75)-B

Nanoesferas PCL (0,75g) + Tween

[SINS-PHB(0,50)-B

Nanoesferas PHB (0,50g) + Tween

[SINS-PCL/PHB(0,50)-B

Nanoesferas PCL e PHB (0,50g) + Tween

Quadro 1 - Nanoformulagdes em suspensdo aplicadas sobre dieta artificial para avaliacdo de eficiéncia sobre lagartas
de Spodoptera frugiperda

[S] = suspensdo; NC = nanocdpsula; NS = nanoesfera; PCL = poli-g-caprolactona;
PHB = poli-B-hidroxibutirato; TF = tampao fosfato; B = branco; TiO, = diéxido de titanio.




38

Algumas formulacdes foram acrescidas de tampao fosfato, que teria a funcdo de equilibrar
o pH e assim reduzir a degradacao dos compostos, e outras de didxido de titanio (TiO,), que atua
como protetor solar e bactericida, também para proteger os compostos da degradagao pela luz e
calor solar, assim como por microorganismos. O agente tensoativo utilizado nas nanoformulagdes
foi o Tween®80. O oleato de isodecila foi utilizado nos brancos de nanocdpsulas pelo fato de
estas serem formadas por uma matriz oleosa, e na auséncia do 6leo de nim esse 6leo mineral é
utilizado. Além disso, € uma forma de avaliar se o 6leo pode ter alguma atividade sobre as
lagartas. Essas nanoformulagdes foram testadas em quatro bioensaios separados, com
delineamento inteiramente casualizado. Foram incluidos ainda um tratamento com Organic Neem
como padrdo e um controle (dgua destilada), em cada um dos bioensaios. As formulagdes foram
preparadas por diluicdo em dgua destilada, para obtenc¢do da concentracdo (mg/L) correspondente
a CLso obtida no item 3.2.1, e aplicadas sobre dieta artificial conforme descrito no referido item.
As avaliacOes de mortalidade foram feitas até o 10° dia, ocasido em que as lagartas sobreviventes
foram pesadas.

Foi realizado também um teste para avaliar o efeito das nanoformulacdes sobre o
desenvolvimento do inseto. Para tanto, algumas das formula¢des foram selecionadas ([S]NC-
PCL(0,50); [SINC-PCL/PHB(0,50); [S]INC-PHB(0,50) e respectivos brancos) e avaliadas em
comparagdo ao padrdo e ao controle, aplicadas sobre dieta artificial em tubos de ensaio, sendo
quatro repeticdes de 20 tubos cada tratamento. As avaliacdes foram feitas até a emergéncia do
adulto, considerando a viabilidade e a duragao das fases larval e pupal, e peso médio de lagartas

(14 dias ap6s a instalacdo do experimento) e de pupas (24 horas).

3.3 Bioensaios com aplicacao das formulacoes em plantas de milho em casa de vegetacao

3.3.1 Cultivo das plantas de milho

Sementes de milho (hibrido 2B710, Dow AgroSciences) foram semeadas em vasos
plésticos contendo solo, areia e humus. Apds a germinagdo foi realizado o desbaste, de modo a
restarem de quatro a seis plantas por vaso. As plantas foram adubadas com sulfato de amdnio aos
20 dias apds a germinagdo e regadas diariamente. Para os experimentos, foram utilizadas plantas

com 30-40 dias de idade.
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3.3.2 Estimativa da CLs¢ de uma formulaciao comercial de 6leo de nim em plantas de milho

Foram realizados novamente testes para estimativa da CLsy da formulagao comercial de
6leo de nim (Organic Neem), desta vez em plantas de milho, mantidas em casa de vegetacdo. O
conteddo de azadiractina A do produto foi quantificado periodicamente, sendo utilizado como
referéncia. As concentracdes bdsicas foram estimadas por meio de testes preliminares e pela
férmula de Finney (1971), conforme descrito no item 3.2.1.

Plantas de milho com 30-40 dias de idade foram pulverizadas com as diferentes
concentracdes do produto, diluido em dgua destilada e espalhante adesivo (Extravon® 0,2%). Para
cada tratamento foram utilizados seis vasos com quatro a seis plantas, e para cada vaso o volume
de solucao aplicado foi de 10-15 ml. As aplicagdes foram feitas ao final da tarde e, na manha do
dia seguinte, secdes foliares foram cortadas e colocadas em tubos de vidro (2,5 cm de diametro x
8,5 cm de altura), sendo em cada um inoculada uma lagarta de 1° instar (com 48 horas de idade,
previamente mantida em dieta artificial). Os tubos foram fechados com algodao hidréfugo e
mantidos em laboratério com condi¢des controladas como descrito anteriormente. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 80 lagartas por
tratamento, divididas em quatro repeticoes de 20 cada. As avaliacdes de mortalidade foram feitas
diariamente, ocasido em que as secdes foliares eram trocadas, sendo considerada para

determinac¢ao da CLsj a mortalidade total seis dias apds a instalagdo do experimento.

3.3.3 Selecao de nanoformulacées em plantas de milho em casa de vegetacao

Para os bioensaios em casa de vegetacao, foram testadas algumas nanoformula¢des com a
mesma composicdo daquelas testadas em dieta artificial, além de outras ndo testadas
anteriormente. Foram produzidas 22 formula¢des em suspensido (Quadro 2), a partir das quais
foram obtidas outras 22 em pd, através de secagem por aspersdo (Quadro 3). Dessa forma, a
composi¢ao das formulagdes era a mesma, variando apenas a forma de apresentacao (suspensao
ou pd), sendo este um outro fator avaliado, além do tipo e quantidade de polimero e do tipo de

nanoparticula. Foi testada ainda uma formulagdo adicional, um p6 obtido a partir de secagem por
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aspersdo do 6leo Organic Neem, para verificar se o processo poderia comprometer 0s compostos

do nim. Portanto, foram testadas nessa etapa 45 formulag¢des, incluindo os brancos.

Caédigo

Descricao

Formulacoes com nim

[SINC-PCL(0,25)*

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PCL(0,50)*

Nanocdpsulas PCL (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PCL(0,75)*

Nanocdpsulas PCL (0,75g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PHB(0,25)

Nanocdpsulas PHB (0,25¢g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PHB(0,50)*

Nanocdpsulas PHB (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PHB(0,75)

Nanocdpsulas PHB (0,75g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[SINC-PMMA(0,25)

Nanocdpsulas PMMA (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim +
Tween

[S] NC-PCL(0,25)+PVA

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim +
Polivinil dlcool

[SINS-PCL(0,25)*

Nanoesferas PCL (0,25g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,50)*

Nanoesferas PCL (0,50g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,75)*

Nanoesferas PCL (0,75g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PHB(0,25)

Nanoesferas PHB (0,25g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PHB(0,50)*

Nanoesferas PHB (0,50g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PHB(0,75)

Nanoesferas PHB (0,75g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PMMA(0,25)

Nanoesferas PMMA (0,25g) + extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,25)+PVA

Nanoesferas PCL (0,25g) + extrato de nim +
Polivinil alcool

Formulacoes sem nim (brancos)

[S] NC-PCL(0,25)-B*

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + Oleato de Isodecila + Tween

[S] NC-PHB(0,25)-B

Nanocdapsulas PHB (0,25g) + Oleato de Isodecila + Tween

[S] NC-PMMA(0,25)-B

Nanocdpsulas PMMA (0,25g) + 6leo e extrato de nim + Tween

[SINS-PCL(0,25)-B*

Nanoesferas PCL (0,25g) + Tween

[SINS-PHB(0,25)-B

Nanoesferas PHB (0,25g) + Tween

[SINS-PMMA(0,25)-B

Nanoesferas PMMA (0,25g) + extrato de nim + Tween

Quadro 2 — Nanoformulacdes em suspensdo pulverizadas em folhas de milho para avaliacdo de eficiéncia sobre
lagartas de Spodoptera frugiperda

* Testadas também em dieta artificial, nos bioensaios anteriores.
[S] = suspensdo; NC = nanocdpsula; NS = nanoesfera; PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato;
PPMA = polimetilmetacrilato; TF = tampao fosfato; B = branco; TiO, = diéxido de titdnio; PVA = polivinil dlcool.
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Cadigo

| Descricao

Formulacoes com nim

[PINC-PCL(0,25)

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[PINC-PCL(0,50)

Nanocdpsulas PCL (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[PINC-PCL(0,75)

Nanocdpsulas PCL (0,75g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[PINC-PHB(0,25)

Nanocdpsulas PHB (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[PINC-PHB(0,50)

Nanocdpsulas PHB (0,50g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

[P]NC-PHB(0,75)

Nanocdpsulas PHB (0,75g) + 6leo de nim + extrato de nim + Tween

Nanocdpsulas PMMA (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim +

[PINC-PMMA(0,25) Tween

Nanocdpsulas PCL (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim +

[PINC-PCL(0,25)+PVA L.
Polivinil alcool

[PINS-PCL(0,25) Nanoesferas PCL (0,25g) + extrato de nim + Tween

[PINS-PCL(0,50) Nanoesferas PCL (0,50g) + extrato de nim + Tween

[PINS-PCL(0,75) Nanoesferas PCL (0,75g) + extrato de nim + Tween

[PINS-PHB(0,25) Nanoesferas PHB (0,25g) + extrato de nim + Tween

[PINS-PHB(0,50) Nanoesferas PHB (0,50g) + extrato de nim + Tween

[PINS-PHB(0,75) Nanoesferas PHB (0,75g) + extrato de nim + Tween

[PINS-PMMA(0,25) Nanoesferas PMMA (0,25g) + extrato de nim + Tween

Nanoesferas PCL (0,25g) + extrato de nim +

[PINS-PCL(0,25)+PVA S
Polivinil alcool

Formulacoes sem nim (brancos)

[PINC-PCL(0,25)-B Nanocdpsulas PCL (0,25g) + Oleato de Isodecila + Tween

[PINC-PHB(0,25)-B Nanocdpsulas PHB (0,25g) + Oleato de Isodecila + Tween

[PINC-PMMA(0,25)-B Nanocdpsulas PMMA (0,25g) + 6leo de nim + extrato de nim +
’ Tween

[PINS-PCL(0,25)-B Nanoesferas PCL (0,25g) + Tween

[PINS-PHB(0,25)-B Nanoesferas PHB (0,25g) + Tween

[PINS-PMMA(0,25)-B Nanoesferas PMMA (0,25g) + extrato de nim + Tween

Adicional

[PION | P6 de 6leo de nim Organic Neem obtido por secagem por aspersiao

Quadro 3 — Nanoformulagdes em p6 pulverizadas em folhas de milho para avalia¢do de eficiéncia sobre lagartas de
Spodoptera frugiperda

[P] = p6; NC = nanocdpsula; NS = nanoesfera; PCL = poli-e-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato;
PPMA = polimetilmetacrilato; TF = tampao fosfato; B = branco; TiO, = di6xido de titdnio; PVA = polivinil dlcool.
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Em algumas formulacdes o agente tensoativo Tween foi substituido por outro, PVA
(polivinil dlcool), para determinar o mais eficiente, uma vez que o tipo de tensoativo utilizado na
formulacdo influencia na estabilidade das nanoparticulas em suspensdo e na velocidade de
liberacao dos compostos nanoencapsulados.

As nanoformulagdes foram testadas em cinco bioensaios separados, sempre em
comparacdo a um padrdao (Organic Neem) e um controle (dgua destilada). As solucdes foram
preparadas por diluicdo em dgua destilada contendo espalhante adesivo (Extravon® 0,2%), para
obtenc¢ao da concentragdo de azadiractina A (mg/L) correspondente a CLsy obtida no item 3.3.2.
Plantas de milho com 30-40 dias de idade foram pulverizadas com as formulacdes, utilizando-se
um pulverizador manual (Guarany® 500 ml), seguindo os mesmos procedimentos descritos
naquele item. As avaliagdes de mortalidade eram feitas diariamente, ocasido em que as secoes
foliares eram trocadas, sendo considerada a mortalidade total apds 10 dias da instalagdo do
experimento. Apds esse periodo, as lagartas sobreviventes foram pesadas.

Apds a conclusdo dos cinco bioensaios, os resultados obtidos em todos eles foram
comparados para selecao das melhores formulacdes. Para isso, foi feita a corre¢cdo da mortalidade
pela férmula de Abbott (1925), sendo entdo selecionadas para os testes subseqiientes as
formulacdes com maior eficiéncia de controle, que causaram também reducdo de peso

significativa e que diferiram dos brancos.

3.3.4 Efeito residual das nanoformulacoes selecionadas sobre o inseto

Nesse experimento, além das quatro formulacdes selecionadas no item 3.3.3, foram
incluidos ainda o 6leo de nim comercial Organic Neem (padrdo) e dgua destilada (controle). Os
tratamentos foram pulverizados sobre as plantas de milho ao final da tarde, em casa de vegetacgao,
conforme referido no item 3.3.2, utilizando-se a concentra¢io correspondente a CLsy obtida no
mesmo item.

Visando avaliar o poder residual das diferentes formulagdes o experimento foi realizado
em trés épocas, cada uma correspondendo a uma época a contar da pulverizagdao: 1 DAP (1 dia
apo6s a pulverizagdo); 3 DAP e 7 DAP. Secdes de folhas de milho pulverizadas foram coletadas
(com inicio nos respectivos dias apds a pulverizacdo) e oferecidas a lagartas recém-eclodidas

mantidas em tubos de vidro (8,5 x 2,5 cm) fechados com algodao hidréfugo. As folhas eram
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trocadas diariamente, ocasido em que era avaliada a mortalidade larval. Foram utilizadas 60
lagartas para cada tratamento e cada época, em quatro repeticoes de 15 lagartas cada. Os
parametros avaliados foram: mortalidade larval em cada uma das épocas e peso das lagartas

sobreviventes 10 dias apds a instalacdo de cada bioensaio.

3.3.5 Efeito das nanoformulacées selecionadas sobre o consumo foliar

Para avaliar a deterréncia alimentar provocada pelas diferentes formulagdes foi realizado
um teste de preferéncia alimentar, em condi¢cdes de dupla escolha (tratamento X controle),
utilizando-se os mesmos tratamentos empregados no item anterior. Foram entdo trés bioensaios,
coletando-se as folhas de milho nos mesmos periodos (1, 3 e 7 DAP) e cortando-se discos foliares
com area de cerca de 6,15 cm’ (vazador de 2,8 cm de didmetro). Como arenas, foram utilizadas
placas de Petri (15 cm de didmetro), com fundo coberto por gesso, que foram umedecidas antes
do inicio do experimento. Cada placa foi dividida em quatro quadrantes: em dois deles foram
colocados dois discos de folhas (opostos) pulverizadas com uma das formulagdes a base de nim e
nos outros dois quadrantes foram colocados dois discos pulverizados com &4gua destilada
(controle). No centro de cada placa foi liberada uma lagarta de terceiro instar de S. frugiperda, e
ap6s 24 horas foi determinada a area restante dos discos foliares (Figura 2), por meio de um
medidor da drea foliar (Li-Cor, modelo LI-3000A). A é4rea consumida foi calculada pela
diferenca entre a 4rea fornecida e a drea restante. Foram realizados bioensaios independentes para
cada um dos cinco tratamentos (quatro nanoformulagdes selecionadas e a formulagdo comercial
de nim), sempre em comparagdo com o controle, utilizando-se 20 repeticdes para cada
tratamento. Em cada bioensaio foi mantida uma aliquota, medindo-se 10 discos foliares inteiros e

usando-se a média das 10 medidas como area fornecida.
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Figura 2 - Arena utilizada para o teste de deterréncia alimentar. A) No inicio do teste, com uma lagarta de terceiro
instar recém-liberada no centro da arena; B) Ap6s 24 horas, onde se observa um dos discos foliares quase
inteiramente consumido pela lagarta

A comparagdo da drea consumida entre os diferentes tratamentos foi feita por meio de um

indice de preferéncia, adaptado de Kogan e Goeden (1970):

onde: IP = indice de preferéncia; T = drea consumida no disco de folha tratado; C = drea
consumida no disco de folha controle. Para a interpretacdo dos resultados, foi determinado o
Intervalo de Classificacdo (IClass) para as médias de tratamentos, com base no IP e desvio

padrio, pela férmula:

IClass =1 £t (n-1; 0=0,05) x % ,
n

onde t = valor de "t" tabelado; DP = desvio padrdo; n = nimero de repeticoes.
Os tratamentos foram considerados neutros quando o valor do IP ficou compreendido
dentro do IClass; fagodeterrente quando o valor do IP foi inferior ao menor valor obtido para o

IClass, e fagoestimulante quando o IP foi superior ao maior /Class calculado. Assim:
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IP=1 * IClass, indica efeito neutro;
IP>1 * IClass, indica efeito fagoestimulante;

IP<1 * IClass, indica efeito fagodeterrente.

3.4 Analises dos dados

As CLs, foram estimadas através da andlise de Probit (FINNEY, 1971), com o programa
PoloPlus 1.0 (LEORA SOFTWARE, 2003).

Os dados dos experimentos com nanoformulagdes foram submetidos ao teste de Bartlett
para verificacdo da homocedasticidade de varidncias dos tratamentos e de Shapiro-Wilk para
verificacdo da normalidade dos dados. Nos casos em que essas condi¢des nao foram satisfeitas,
os dados foram transformados pelo método da poténcia 6tima de Box-Cox. Quando satisfeitas as
condicdes, foi feita a andlise de variancia e, havendo diferenca significativa entre as médias dos
tratamentos (p<0,05), foi feita a comparagdo entre as mesmas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nos casos em que a transformacdo dos dados ndo atendeu as condi¢des para o teste
paramétrico, foi feita a andlise ndo-paramétrica, com o teste de Kruskal-Wallis para indicagao das
diferencas, e teste de compara¢do multipla de Kruskal-Wallis. As andlises foram feitas com o

programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaios com aplicacdo das formulac¢oes em dieta artificial

4.1.1 Estimativa da CLsy de uma formulacao comercial de 6leo de nim

Pela andlise de Probit estimou-se que a CLsy do 6leo de nim Organic Neem para lagartas

de segundo instar de S. frugiperda em dieta artificial, em 10 dias, € 0,74% do produto comercial

(Tabela 1).

Tabela 1 - Coeficiente angular, valor de CLs, e intervalo de confianca do éleo de nim comercial Organic Neem para
lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o segundo instar com dieta artificial tratada com
diferentes concentra¢des do produto, ap6s 10 dias

N° total de insetos Cocficiente angular + EP CLs e intervalo X2 gl.
avaliados de confiancga (95%)
576 2,447 + 0,233 0,744 (0,623-0,862) 2,282 3

Assim, a concentragdo determinada para ser utilizada nos bioensaios seguintes, como
padrao de comparagdo com as nanoformulacdes, foi de 0,74% do produto comercial,
correspondendo a 5,72 mg AZ-A/L, valor calculado com base no teor de azadiractina A do dleo

comercial.

4.1.2 Selecao das nanoformulacoes mais promissoras em dieta artificial

Em todos os bioensaios, as nanoformulagdes causaram baixa mortalidade de lagartas de S.
frugiperda, com efeito significativo sendo observado apenas no tratamento com Organic Neem.

No primeiro bioensaio, em que foram testadas nanoformulacdes em suspensdao com
diferentes polimeros e nanoparticulas, e ainda as duas formulagdes contendo tampao fosfato, nao

se observou efeito inseticida com nenhuma das formulacdes (mortalidades variando de 0 a
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14,58%), sendo que apenas o produto comercial apresentou efeito significativo (38,54% de
mortalidade) diferindo das formulagdes e do controle (3,13%). Entretanto, foram observadas
diferencas em relacdo ao peso médio das lagartas ao final do periodo de avalia¢do, sendo que as
lagartas alimentadas em dietas tratadas com o produto comercial e com as nanoformulagdes
contendo dleo/extrato de nim apresentaram menores pesos (18,0 mg no produto comercial e de
35,0 a 90,5 mg nas nanoformulacdes com nim) em relacdo as nanoformulagdes sem nim

(brancos) (varia¢ao de 287,1 a 345,8 mg) e em relacao ao controle (341,7 mg) (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias (+EP) de mortalidade e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o segundo
instar com dieta artificial tratada com nanoformulac¢des de nim, apés 10 dias

Tratamento Mortalidade (%)’ Peso (mg) !
Controle 3,13+£0,48 b 341,7+£ 16,70 b
[SINC-PCL(0,50)-B 2,08 £0,50b 287,1 £29,17b
[SINC-PHB(0,50)-B 0,00 £0,00 b 3443 +£26,30 b
[SINC-PCL/PHB(0,50)-B 0,00 £0,00 b 336,3 £29,74 b
[SINC-PCL(0,50) 14,58 £ 1,50 b 50,7+ 3,98 a
[SINC-PHB(0,50) 14,58 £0,87 b 419+ 547 a
[SINC-PCL/PHB(0,50) 8,33+£0,71b 39,7+ 10,74 a
[SINC-PCL(0,50)+TF 2,08 +£0,29b 90,5 +20,55a
[SINS-PCL(0,50)-B 1,04 £0,25b 3458 +£19,75b
[SINS-PHB(0,50)-B 1,04 £0,25b 287,6 £ 13,30 b
[SINS-PCL/PHB(0,50)-B 1,04 £0,25b 341,9 £27,33b
[SINS-PCL(0,50) 9,38 +0,48 b 473+ 6,53 a
[SINS-PHB(0,50) 6,25+0,29b 49,1+ 4,17 a
[SINS-PCL/PHB(0,50) 11,46 £ 1,11 Db 35,0+ 3,89a
[SINS-PCL(0,50)+TF 4,17+041b 65,6+ 5/76a
Organic Neem 38,54 +1,38 a 18,0+ 2,22a

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey, 5%).
[S] = suspensdo; NC = nanocdpsulas; NS = nanoesferas; PCL = poli-e-caprolactona;
PHB = poli-B-hidroxibutirato; TF = tampao fosfato; B = branco

No segundo bioensaio (Tabela 3), em que foram testadas suspensdes de nanocapsulas de
PCL variando a quantidade de polimero utilizada na formulacido, novamente ndo houve efeito
significativo de nenhuma das formula¢des quanto a mortalidade das lagartas. Nem mesmo o

produto comercial (4,16%) diferiu do controle (2,08%), o que foi totalmente inesperado e pode
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ter ocorrido por problemas no preparo da solu¢do ou na sua aplicagdo. Ainda assim, observou-se
novamente reducdo de peso das lagartas tratadas com o Organic Neem (99,86 mg) e com as
formulacdes com nim (variagdo de 153,79 a 186,64 mg), sendo que os brancos (372,13 a 405,78
mg) ndo diferiram do controle (416,92 mg), ndo causando reducdo de peso, como esperado.
Ressalte-se que ndo foram constatadas diferencas de peso larval entre as nanoformulagdes com

diferentes quantidades de polimero.

Tabela 3 - Médias (*EP) de mortalidade e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o segundo
instar com dieta artificial tratada com formulacdes contendo nanocdpsulas de nim com diferentes
concentra¢des de polimero, apds 10 dias

Tratamento Mortalidade (%)1 Peso (mg)1
Controle 2,08+0,29 a 416,92 £ 13,90 ¢
[SINC-PCL(0,25)-B 3,13+£0,48 a 372,13 £ 1447 ¢
[SINC-PCL(0,50)-B 0,00 £0,00 a 395,35+ 2,16¢
[SINC-PCL(0,75)-B 2,08+0,29 a 405,78 £ 9,83 ¢
[SINC-PCL(0,25) 1,04 £0,25 a 186,64 £ 17,09 ab
[SINC-PCL(0,50) 1,04 £0,25 a 153,79 £ 13,69 ab
[SINC-PCL(0,75) 3,13+£0,48 a 241,68 £41,99b
Organic Neem 4,16 +0,41 a 99,86 +17,13 a

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si (Tukey 5%).
[S] = suspensdo; NC = nanocdpsulas; PCL = poli-g-caprolactona; B = branco

No terceiro bioensaio (Tabela 4), em que também foram comparadas suspensdes de PCL
com diferentes quantidades de polimero, porém com nanoesferas, e ainda duas formulagdes
contendo didxido de titanio (TiO,, protetor solar e bactericida), apenas o Organic Neem provocou
efeito inseticida (54,17%), diferindo de todos os outros tratamentos (variagdo de 2,08 a 13,54%),

que nao diferiram do controle (2,08%).
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Tabela 4 - Médias (+EP) de mortalidade e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o segundo
instar com dieta artificial tratada com formula¢des contendo nanoesferas de nim com diferentes
concentragdes de polimero, apds 10 dias

Tratamento Mortalidade (%)1 Peso (mg)1
Controle 2,08 +£0,29b 377,08+ 7,70 ¢
[SINS-PCL(0,75)-B 2,08 £0,29b 377,28 £ 18,35 ¢
[SINS-PCL(0,50)-B 2,08 +£0,29b 377,61 £ 1397 ¢
[SINS-PCL(0,25)-B 521+£0,75b 376,51 + 29,14 ¢
[SINS-PCL(0,75) 13,54 £ 1,60 b 84,64 = 15,04 ab
[SINS-PCL(0,50) 8,33+£0,71b 74,96 + 12,44 ab
[SINS-PCL(0,25) 6,25+0,87b 54,63 + 10,38 ab

[SINC-PCL(0,50) + TiO, 2,08+0,50b 130,41 £ 26,32 b
[SINS-PCL (0,50) + TiO, 3,13+0,48b 105,17 = 24,92 ab
Organic Neem 54,17 £0,41 a 3143+ 5,84 a

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si (Tukey 5%).
[S] = suspensdo; NS = nanoesferas; PCL = poli-g-caprolactona; B = branco; TiO, = diéxido de titdnio

Novamente observou-se efeito das nanoformulacdes em relagdo ao peso médio de
lagartas, sendo que todas as nanoformula¢des contendo nim, para as quais os valores variaram de
54,63 a 130,41 mg, diferiram do controle (377,08 mg) e dos respectivos brancos (376,51 a 377,61
mg), mas nao diferiram do produto comercial (31,43 mg). Também ndo foram observadas
diferencas entre as formulagdes com diferentes quantidades de polimero. As nanoformulagdes
com TiO, ndo diferiram das demais nanoformulagdes com nim, permitindo concluir que a
presenca do TiO, na formulacdo ndo interfere no efeito da mesma.

No bioensaio para avaliar o desenvolvimento de lagartas tratadas com nanoformulagdes,
em que foram testadas as suspensdes de nanocdpsulas variando quanto ao tipo de polimero,
somente o Organic Neem afetou a viabilidade larval (0,00%). Nenhuma das nanoformulagdes
afetou as viabilidades larval e pupal, nas quais os valores variaram de 71,25 a 98,75% e de 81,94

a 96,10%, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 — Médias (+EP) de viabilidades larval e pupal de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o segundo instar

com dieta artificial tratada com nanoformula¢des de nim

Tratamento Viabilidade larval (%)1 Viabilidade pupal (%)1
Controle 97,50 £0,29 b 96,15+0,48Db
[SINC- PCL(0,50)-B 97,50 £0,29 b 94,87 £0,29b
[SINC- PHB(0,50)-B 98,75+0,25b 94,94 + 0,48 b
[SINC-PCL/PHB(0,50)-B 96,25 +£0,48 b 96,10 0,29 b
[SINC-PCL(0,50) 71,25 +1,70 b 91,23 +£2,27b
[SINC-PHB(0,50) 90,00+£0,41Db 81,94 +1,03b
[SINC-PCL/PHB(0,50) 98,75+0,25b 91,14+ 0,71 b

Organic Neem 0,00 £ 0,00 a -

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna no diferem entre si (Tukey 5%).
[S] = suspensdo; NC = nanocdpsulas; PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato;

B = branco

Lagartas alimentadas em dietas tratadas com nanoformulagdes com nim apresentaram, em

média, fase larval maior em comparacao ao controle e aos brancos (cerca de dois dias). Nao foi

possivel determinar a duragao média da fase larval quando as lagartas se alimentaram em dieta

tratada com Organic Neem, pois todas morreram antes de chegar a fase de pupa (Tabela 6).

Tabela 6 — Médias (+EP) de duragdo e peso das fases de lagarta (14 dias apds a instalagdo) e de pupa (com 24 horas
de idade) de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o segundo instar com dieta artificial tratada com

nanoformulacdes de nim

Duragao (dias)1 Peso (mg)1
Tratamento
Lagartas Pupas Lagartas Pupas
Controle 18,39 +£0,19b 9,50+£0,29 a 669,33 £23,10a 265,78+ 3,11a

[SINC-PCL(0,50)-B 18,27 +0,11b 9,29 +0,07 a 569,45 +34,13ab 25549+ 1,29a
[SINC-PHB(0,50)-B 18,16 £0,10b 9,71 £0,07 a 531,55 +20,83bc 26093+ 4,12a
[SINC-PCL/PHB(0,50)-B 18,62 +0,16b 9,43 +0,06 a 546,85+ 1899b 252,80+ 5,17a
[SINC-PCL(0,50) 21,31 +0,39a 10,02+0,18 a 44220+ 17,73¢ 22240+ 335a
[SINC-PHB(0,50) 21,35+0,25a 9,86+0,03a 430,20+ 542c¢c 217,79+ 1,78 a
[SINC-PCL/PHB(0,50) 20,68 £0,26a 9,92+0,27 a 483,15+ 31,12bc  244,15+21,46 a
Organic Neem - -— 5445+ 5,61d -—

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si (Tukey 5%).

[S] = suspensdo; NC = nanocdpsulas PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; B = branco
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O peso médio das lagartas 14 dias apds a instalagdo do experimento também diferiu entre
os tratamentos, entretanto houve menor diferenciacao entre as nanoformula¢des com nim (442,20
a 483,15 mg) e os brancos (531,55 a 569,45 mg), sendo que apenas a nanoformulacdo [S]NC-
PCL(0,50) (569,45 mg) diferiu do respectivo branco [S]NC-PCL(0,50)-B (442,20 mg). Todas as
nanoformulacdes com nim diferiram do controle, como também observado no primeiro bioensaio
(Tabela 2). Como em todos os bioensaios anteriores, 0 Organic Neem causou a maior reducao de
peso. Por outro lado, ndao houve diferenca significativa entre as médias de peso de pupas (que
variaram entre 217,79 a 265,78 mg), o mesmo ocorrendo com a duracado dessa fase (9,29 a 10,02
dias).

Nos bioensaios anteriores, em que foi observada maior diferenciacdo de peso entre
brancos e formulagdes com nim, as lagartas haviam sido pesadas aos 10 dias apds a instalacdo do
bioensaio, enquanto neste, a pesagem foi feita aos 14 dias apds a instalagdo. Esse intervalo de
quatro dias talvez justifique a diferenca nos resultados, podendo indicar que a lagarta se
recuperou do efeito do nim, conseguindo concluir seu desenvolvimento, apenas alongando o
periodo larval para poder se alimentar mais até atingir o peso critico para mudar de instar ou
pupar. E possivel que a quantidade de nim liberada pelas cdpsulas tenha sido insuficiente para
causar efeitos mais severos sobre as lagartas, gerando apenas um efeito fagodeterrente inicial que
nao foi sustentado ao longo do tempo, permitindo a lagarta se recuperar e continuar seu
desenvolvimento até a fase adulta. O fato de o peso médio das pupas também nao ter sido afetado
reforca a suposic@o de que a lagarta foi capaz de se recuperar do efeito inicial do nim e completar

seu desenvolvimento.

4.1.3 Consideracoes gerais sobre os bioensaios em dieta artificial

Em todos os bioensaios em dieta, os brancos ndo apresentaram efeito nem na
sobrevivéncia e nem no peso das lagartas de S. frugiperda. Isso indica que o efeito observado nas
formulacdes se deve realmente ao nim, e ndo a qualquer outro composto presente na formulacgdo,
como o polimero.

Para todas as nanoformula¢des com nim houve efeito apenas sobre o ganho de peso,
ficando as lagartas com peso médio reduzido em comparacdo aos brancos e ao controle, ndo

havendo efeito na sobrevivéncia. Isso pode indicar que, na dieta, o polimero sofreu pouca ou
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nenhuma degradacdo, talvez por se tratar de um ambiente estéril e reduzido, isolado das
condi¢des ambientais, propicias para a degradacdo polimérica. Cara et al. (2003) verificaram que
os polimeros PCL e PHB nao se degradam em meio contendo apenas dgua, mas sim em um meio
contendo microorganismos que ocorrem nhaturalmente no meio ambiente. Assim, pode ser que
uma pequena quantidade de polimero apenas tenha se degradado na dieta, que a degradacao tenha
ocorrido muito lentamente ou, ainda, que as lagartas tenham ingerido as nanoparticulas com nim
e estas tenham se degradado e liberado os compostos apenas no interior do trato digestivo,
causando efeitos toxicos as células do mesmo, pela azadiractina, ou ainda interferido nos
movimentos peristalticos, efeito causado pela salanina, dificultando a digestio (AGUIAR-
MENEZES, 2005; MORDUE (LUNTZ) et al., 2005). Esses efeitos fazem com que a lagarta pare
de se alimentar e, entdo, ganhe menos peso do que lagartas que ndo tenham recebido alimento
tratado.

N3ao houve diferencas entre tratamentos com diferentes polimeros nem entre tratamentos
com diferentes quantidades do mesmo polimero. Entretanto s6 foi possivel fazer as comparagdes
com base nos resultados para peso, uma vez que a baixa mortalidade obtida com as
nanoformulacdes ndo permitiu diferencid-las com base nesse parametro.

Os resultados obtidos nos bioensaios com dieta artificial indicam que as condi¢des
experimentais nao foram favordveis a degradacao dos polimeros, ndo permitindo avaliar seu real
efeito, sendo esta metodologia inadequada para avaliar a bioatividade das nanoformula¢des. Com
base nisso, foram realizados também testes em plantas de milho mantidas em casa de vegetagao,
0 que permitiu que as plantas tratadas com as formulagdes ficassem expostas as condi¢des

ambientais e, consequentemente, os resultados obtidos ficassem mais préximos a realidade.

4.2 Bioensaios com pulverizacao das formulacoes em plantas de milho em casa de vegetacao

4.2.1 Estimativa da CLsy de uma formulacao comercial de 6leo de nim em plantas de milho
Pela andlise de Probit estimou-se que a CLsy do 6leo de nim Organic Neem para lagartas

de primeiro instar de S. frugiperda é de 0,64% do produto comercial, quando aplicado em folhas

de milho em casa de vegetacdo (Tabela 7). Nao se observou fitotoxicidade em nenhuma das

concentragdes testadas.
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Tabela 7 - Coeficiente angular, valor de CLs, e intervalo de confianca do 6leo de nim comercial Organic Neem para
lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com folhas de milho tratadas com
diferentes concentracdes do produto, apds seis dias

N° total de insetos Cocficiente angular + EP CLsg e intervalo x? al.
avaliados de confianga (95%)
480 2,048 + 0,304 0,644 (0,443-0,829) 0,681 2

Considerando a quantidade de azadiractina A presente no produto, a CLsy estimada
(0,64% p.c.), correspondeu a 3,87 mg AZ-A/L. Essa concentragdo foi inferior aquela obtida para
os testes em dieta, provavelmente devido as condi¢des 6timas que a dieta oferece, propiciando

mais nutrientes € um melhor desenvolvimento as lagartas em relacdo as folhas de milho.

4.2.2 Selecao de nanoformulacoes em plantas de milho em casa de vegetacao

Nos cinco bioensaios realizados para selecio de nanoformulagdes em folhas de milho,
nenhuma delas causou mortalidade préxima ou superior a do Organic Neem, entretanto foi
possivel diferenciar os tratamentos com relacdo a mortalidade, o que nao foi possivel nos
bioensaios em dieta artificial. Também ndo se observou fitotoxicidade com nenhuma das
nanoformulagdes.

No primeiro bioensaio, em que foram avaliadas nanoformula¢des em suspensao e em po,
de nanocdpsulas e nanoesferas com o polimero PMMA (Tabela 8), os brancos (nos quais as
mortalidades variaram de 8,75 a 11,25%) nao diferiram do controle (8,75%), e as
nanoformulacdes que mais se destacaram foram as suspensdes [S]NC-PMMA(0,25) e [SINS-
PMMA(0,25) (48,75 e 45,00%), com maior efeito do que aquelas em pé ([P]INC-PMMA(0,25) e
[PINS-PMMA(0,25), com 20,00 e 26,25% de mortalidade, respectivamente). Comparando o pd
obtido por secagem por aspersdo do 6leo Organic Neem ([P]JON) com o produto na formulagdao
em Oleo, ndo se constatou diferenca entre ambas, embora a mortalidade com o 6leo em pé

(75,00%) tenha tendido a ser inferior a causada pelo Organic Neem (100,00%).
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Tabela 8 - Médias (+EP) de mortalidade e de peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o
primeiro instar com folhas de milho tratadas com nanoformula¢ées de nim, apds 10 dias (1° bioensaio)

Tratamento Mortalidade (%)1 (Soma de Peso (mg)1 (Soma de
Ranks) Ranks)
Controle 8,75+ 1,18 a (41,5) 72,42 +9,46 a (129,0)
[PINC-PMMA(0,25) 20,00 +£1,29b (77,5) 34,80 + 4,34 bc (62,0)
[SINC-PMMA(0,25) 48,75 +1,31d (129,5) 11,32 +£2,01d (23,0)
[PINS-PMMA(0,25) 2625+ 1,11 ¢ (93.5) 43,68 £2,59b (72,0)
[SINS-PMMA(0,25) 45,00 +£0,71d (127,5) 16,07 £ 1,46 cd (40,0)
[PINC-PMMA(0,25)-B 10,00 £ 0,91 ab (49,5) 72,24 +248 a (124,0)
[SINC-PMMA(0,25)-B 8,75+0,75 a (46,0) 72,83 £243 a (123,0)
[PINS-PMMA(0,25)-B 8,75+0,48 a (46,0) 7191 +324 a (125,0)
[SINS-PMMA(0,25)-B 11,25 £ 0,63 ab (55,0) 62,334,775 a (107,0)
[PION 75,00 £ 0,71 de (154,0) 8,55+1,12d (15,0)

Organic Neem 100,00 = 0,00 e (170,0) - -—

" Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si (Kruskal-Wallis, 5%).

Os valores entre paréntesis indicam a soma de ranks obtidas no teste de Kruskal-Wallis.

[S] = suspensao; [P] = p6; NC = nanocdpsulas; NS = nanoesferas; PMMA = polimetilmetacrilato; B = branco;
ON = Organic Neem

Como a mortalidade de lagartas tratadas com Organic Neem foi 100,00%, nado foi possivel
estimar o peso médio, entretanto com o 6leo em pd houve grande redugdo de peso em relagdao ao
controle (8,55 e 72,42 mg, respectivamente). As duas nanoformulagdes que causaram a maior
mortalidade, [SINC-PMMA(0,25) e [SINS-PMMA(0,25), foram também as que causaram maior
reducgdo de peso (11,32 e 16,07 mg, respectivamente), com destaque para a primeira.

No segundo bioensaio, em que foram avaliadas as suspensdes de nanocépsulas de PCL e
PHB com diferentes quantidades de polimero, além de uma formulagdo com outro tensoativo, o
PVA, em lugar do Tween, usado nas demais nanoformulacdes, o Organic Neem (56,25%) foi o
Unico tratamento que diferiu do controle (18,75%) em relacio a mortalidade. Apenas a

nanoformulacdo [SJNC-PCL(0,75) (45,00%) diferiu do branco (17,50%), porém nao diferiu do

controle (Tabela 9).
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Tabela 9 - Médias (+EP) de mortalidade e de peso de lagartas Spodoptera frugiperda alimentadas desde o primeiro
instar com folhas de milho tratadas com nanoformula¢des de nim, apds 10 dias (2° bioensaio)

Tratamento Mortalidade (%)' Peso (mg)2 (Soma de Ranks)
Controle 18,75 £ 0,48 bc 39,77+ 3,85a (170)
[SINC-PCL(0,25)+PVA 16,25 £ 0,63 ¢ 10,26 £ 0,91 be (76)
[SINC-PCL(0,25) 25,00 £0,91 bc 12,01 £ 1,90 be (88)
[SINC-PCL(0,50) 33,75 £ 0,95 abc 6,98 £0,83 d (29)
[SINC-PCL(0,75) 45,00 + 1,58 ab 10,87 £ 1,81 bc (83)
[SINC-PHB(0,25) 42,50 £ 0,50 ab 7,31 £0,63d (30)
[SINC-PHB(0,50) 28,75 £ 1,03 abc 8,94+0,32¢c (60)
[SINC-PHB(0,75) 16,25 +0,75 ¢ 12,73 +0,86 b (105)
[SINC-PCL(0,25)B 17,50 £ 0,96 ¢ 24,54 +0,36 a (143)
[SINC-PHB(0,25)-B 20,00 + 0,82 bc 26,58 £2,04 a (149)
Organic Neem 56,25+ 1,03 a 9,10+ 1,78 cd 67

' Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si (Tukey, 5%).

? Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis, 5%).

[S] = suspensdo; NC = nanocdpsulas; PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; B = branco;
PVA = polivinil dlcool

Todas as nanoformulagdes reduziram o peso médio de lagartas (6,98 a 12,73 mg),
diferindo do controle (39,77 mg) e dos brancos (24,54 e 26,58 mg), entretanto duas se
destacaram, [S]NC-PCL(0,50) e [S]NC-PHB(0,25), com peso médio de lagartas de 6,98 mg e
7,31 mg, respectivamente. Portanto, formulacdes com ambos os polimeros apresentaram efeito de
reducdo de peso. Nao foi observada diferenca entre a formulacdo contendo PVA ([SINC-
PCL(0,25)+PVA) e a respectiva formulagdo com Tween ([S]NC-PCL(0,25), nem quanto a
mortalidade nem quanto ao peso, nao havendo, portanto, diferenca na eficiéncia dos dois agentes
tensoativos utilizados na formulagao

No terceiro bioensaio, em que foram testadas as mesmas nanoformula¢des do segundo,
porém na forma de pd, obtidas a partir daquelas por secagem por aspersdao, apenas uma
nanoformulacdo se destacou quanto a mortalidade, a [P]NC-PCL(0,25)+PVA (55,00%), que
diferiu do controle e do branco (ambos com 16,25%), mas ndo diferiu do Organic Neem
(86,25%). Duas outras nao diferiram do produto comercial ([PINC-PCL(0,50) e [P]NC-
PCL(0,75), com 31,25 e 37,50% de mortalidade, respectivamente), entretanto também nado
diferiram do controle. Quanto ao peso, as nanoformulacdes [P]NC-PCL(0,75) e [P]NC-

PHB(0,25) causaram as maiores reducdes (20,16 e 24,52 mg, respectivamente), ndo diferindo do
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Organic Neem (2,45 mg). Outras duas também reduziram o peso, [P]INC-PCL(0,50) e [P]NC-
PCL(0,25)+PVA (29,47 e 32,81 mg, respectivamente), diferindo do controle (46,09 mg). Neste
bioensaio, a nanoformulacdo [P]NC-PCL(0,25)+PVA também nao diferiu da sua correspondente
contendo Tween ([P]NC-PCL(0,25)) nos dois parametros avaliados, entretanto apenas aquela

contendo PV A diferiu do controle (Tabela 10).

Tabela 10 - Médias (+EP) de mortalidade e de peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o
primeiro instar com folhas de milho tratadas com nanoformula¢ées de nim, apés 10 dias (3° bioensaio)

Tratamento Mortalidade (%)1 Peso (mg)2 (Soma de Ranks)
Controle 16,25 +£0,75 ¢ 46,09 + 11,74 def (122)
[PINC-PCL(0,25)+PVA 55,00 £ 2,16 ab 32,81 £ 3,64 bc ©n
[PINC-PCL(0,25) 22,50 £ 0,87 bc 34,94 £ 2,54 cde (107)
[PINC-PCL(0,50) 31,25 £ 0,63 abc 2947 +1,72b (71)
[PINC-PCL(0,75) 37,50 £ 1,50 abc 20,16 £ 1,91 a 31
[PINC-PHB(0,25) 21,25+ 1,49 be 24,52 £0,72 a 39)
[PINC-PHB(0,50) 15,00£0,41 ¢ 40,72 £ 2,34 ef (135)
[PINC-PHB(0,75) 25,00 £0,91 bc 4322 +2,03 f (148)
[PINC-PCL(0,25)-B 16,25 £ 0,65 ¢ 32,83 £ 1,74 bed (93)
[PINC-PHB(0,25)-B 15,00 £ 0,82 ¢ 43,14 £337f (143)
Organic Neem 86,25 + 0,63 a 245+ 1,67 a (10)

"'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

* Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si (Kruskal-Wallis, 5%).

[P] = p6; NC = nanocdpsulas; PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; B = branco; PVA = polivinil
dlcool

As formulacdes em suspensdo de nanoesferas com os polimeros PCL e PHB nas trés
quantidades de polimero foram testadas no quarto bioensaio (Tabela 11). Nenhuma
nanoformulacdo teve efeito igual ao do Organic Neem quanto a mortalidade (86,25%), mas cinco
delas diferiram do controle (20,00%) e dos brancos (26,25 e 18,75%): [SINS-PCL(0,25)
(42,50%), [SINS-PCL(0,50) (40,00%), [SINS-PCL(0,75) (41,25%), [SINS-PHB-0,25 (56,25%)
e [SINS-PHB-0,25(0,50) (53,75%), com destaque para as formulagcdes com PHB. A
nanoformulacdo com PVA (25,00%) nao diferiu do controle quanto a mortalidade, mas diferiu da
sua correspondente com Tween ([SINS-PCL(0,25), com 42,50%), tendo efeito inferior a esta,

também em relag@o ao peso.
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Tabela 11 - Médias (+EP) de mortalidade e de peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o
primeiro instar com folhas de milho tratadas com nanoformula¢des de nim, apds 10 dias (4° bioensaio)

. 1 (Soma de 1 (Soma de
Tratamento Mortalidade (%) Ranks) Peso (mg) Ranks)

Controle 20,00 +1,08 a (38.,5) 5247 +2,01a (149)
[SINS-PCL(0,25) + PVA 25,00 £ 0,00 a (50) 13,57 £2,30b (93)
[SINS-PCL(0,25) 4250+ 1,44 b (104) 7,07 £1,52d (40)
[SINS-PCL(0,50) 40,00 £ 1,08 b (100) 13,27 +£296 b (83)
[SINS-PCL(0,75) 41,25+£0,75b (104,5) 10,48 £ 0,72 bc (74)
[SINS-PHB(0,25) 56,25+ 1,11c¢c (139,5) 7,44 £ 0,42 cd (50)
[SINS-PHB(0,50) 53,75+1,25¢ (134) 7,57 £1,36 cd 47)
[SINS-PHB(0,75) 28,75+ 1,38 a (62) 15,19+£1,79b (103)
[SINS-PCL(0,25)-B 26,25+0,85a (55,5) 61,90 +4,35a (160)
[SINS-PHB(0,25)-B 18,75+ 1,11a (32) 50,62 £ 10,81 a (152)
Organic Neem 86,25 +0,63d (170) 8,13+3,71d (38)

"'Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si (Kruskal-Wallis, 5%).
[S] = suspensdo; NS = nanoesferas; PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; B = branco;
PVA = polivinil dlcool

Quanto ao peso médio, todas as formulagdes causaram efeito significativo (variagdo de
7,07 a 15,19 mg), tanto em relagdo ao controle (52,47 mg) quanto aos brancos (61,90 e 50,62 mg
para os brancos de PCL e PHB, respectivamente). As formulacdes [S]NS-PCL(0,25) (7,07 mg),
[SINS-PHB(0,25) (7,44 mg) e [SINS-PHB(0,50) (7,57 mg) foram as que mais se destacaram,
nao diferindo do Organic Neem (8,13 mg).

No dltimo bioensaio para selecao de nanoformulagdes, em que foram avaliadas as mesmas
testadas no quarto bioensaio, mas na forma de pd, obtidas a partir daquelas, por secagem por
aspersao (Tabela 12), as formulagdes que causaram mortalidade significativa tanto em relac@o ao
controle (20,00%) quanto em relacdo aos brancos (18,75 e 21,25%), foram [P]NS-
PCL(0,25)+PVA (27,50%), [PINS-PCL(0,50) (28,75%) e [PINS-PHB(0,75) (26,25%).
Entretanto, a mortalidade causada por todas as nanoformulacdes foi inferior a 30%. As
formulacdes [P]NS-PCL(0,25)+PVA e [PINS-PCL(0,50) causaram as reducdes de peso mais
significativas (5,55 mg e 6,07 mg, respectivamente), diferindo do controle (14,92 mg) e dos
brancos (11,47 e 10,67 mg). Embora a nanoformulacio com PVA tenha diferido da sua

correspondente com Tween, as mortalidades foram muito proximas, havendo diferenca maior
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apenas para as médias de peso (5,55 e 13,81 mg, respectivamente), sendo mais eficiente aquela

com PVA.

Tabela 12 - Médias (+xEP) de mortalidade e de peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o
primeiro instar com folhas de milho tratadas com nanoformula¢des de nim, apds 10 dias (5° bioensaio)

) 1 (Soma de 1 (Soma de
Tratamento Mortalidade (%) Ranks) Peso (mg) Ranks)
Controle 20,00 £ 0,00 a (60) 14,92 £ 3,20 a (119)
[PINS-PCL(0,25)+PVA 27,50 £ 0,65 c (118,5) 5,55+0,61e (23)
[PINS-PCL(0,25) 20,00 £ 0,41 ab (62) 13,81 £0,70 a (125)
[PINS-PCL(0,50) 28,75+0,48 ¢ (130,5) 6,07+£094 ¢ (30)
[PINS-PCL(0,75) 20,00 £ 0,41 ab (62) 11,53 £ 0,64 bc (86)
[PINS-PHB(0,25) 20,00 £ 0,41 ab (62) 12,76 + 1,37 abc (100)
[PINS-PHB(0,50) 22,50 +0,65b (83) 10,17 £ 1,61 cd (75)
[PINS-PHB(0,75) 26,25 +0,48 ¢ (115) 13,06 £ 1,73 ab (110)
[PINS-PCL(0,25)-B 18,75+ 0,48 a (51) 11,47 £4,96 cd (75)
[PINS-PHB(0,25)-B 21,25 +0,48 ab (75) 10,67 £ 0,51 cd (77)
Organic Neem 100,00 = 0,00 d (164) - -

" Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si (Kruskal-Wallis, 5%).
[P] = p6; NS = nanoesferas; PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; B = branco;
PVA = polivinil 4lcool

4.2.3 Consideracoes gerais sobre os bioensaios com folhas de milho

De forma geral, entre os cinco bioensaios, observou-se que as nanoformulac¢des que
apresentaram maior efeito em relagdo ao controle diferiram também dos seus respectivos brancos,
enquanto aquelas que ndo diferiram dos brancos também ndo diferiram do controle ou
apresentaram baixa eficiéncia, confirmando que os outros componentes da formulagdo nao foram
os responsdveis pelo efeito observado, sendo a mortalidade realmente causada pelos compostos
do nim. As nanoformulagdes que causaram mortalidade significativa também causaram reduc¢do
de peso. Correia et al. (2009) descreveram alteracdes morfolégicas no meséntero de lagartas de
terceiro instar de S. frugiperda alimentadas por 48 horas com folhas de milho tratadas com nim
(Neemset0®) nas concentragdes de 0,5 e 1,0%, como degeneragdo do epitélio, reducao de células

regenerativas e de atividade secretora no meséntero. Essas alteracdes comprometem a renovagao
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celular e a absor¢do de nutrientes, prejudicando a conversdo alimentar e fazendo com que as
lagartas ganhem menos peso.

O fato de algumas das nanoformulacdes terem apresentado pouca ou nenhuma eficiéncia
pode ter se devido a uma baixa taxa de degradacdo do polimero, liberando quantidades muito
pequenas dos compostos de nim, ou ainda degradacdo dos compostos antes ou apds a liberacao.

Entre os tratamentos mais eficientes hd nanoformulacdes com PMMA, PCL e PHB, assim
como com nanocdpsulas e nanoesferas, indicando que os trés polimeros podem ser utilizados para
nanoformulac¢des de nim, assim como cdpsulas e esferas, todos sendo eficientes na liberacdo do
nim em alguma das nanoformulagdes e em alguma das combinagdes. Os resultados sugerem que
o polimero PMMA ¢ eficiente tanto quando em nanocdpsulas quanto em nanoesferas, enquanto o
PHB € mais eficiente quando em nanoesferas e o PCL em nanocdpsulas, este particularmente em
p6, com PVA como agente tensoativo.

Acreditava-se que as nanoformulacdes armazenadas na forma de pos poderiam se manter
mais estdveis, uma vez que em suspensdo poderiam ocorrer reacdes de hidrdlise e
consequentemente degradacdo dos compostos. Entretanto, entre as nanoformulacdes que
apresentaram a maior eficiéncia, a maioria estava na forma de suspensdo. Na forma de pd, apenas
a [P]NC-PCL(0,25)+PVA se destacou. No caso do 6leo em p6 ([P]JON), o efeito nao diferiu do
Organic Neem (6leo), apesar da tendéncia de ser menos eficiente. No caso das nanoformulacoes
com PMMA, as duas em suspensdo apresentaram efeito significativo, enquanto as duas em po,
ndo. Entretanto, a nanoformulacdo em p6 [P]NC-PCL(0,25)+PVA foi eficiente, enquanto sua
versao em suspensao, [SINC-PCL(0,25)+PVA, nao o foi.

O efeito das nanoformulacdes com PVA variou bastante conforme a composi¢do da
formulacdo. A nanoformulacdo com PVA em lugar de Tween teve efeito significativo para as
formulacdes em po, tanto de nanocdpsulas ([P]NC-PCL(0,25)+PVA) quanto de nanoesferas
([PINS-PCL(0,25)+PVA), embora esta ultima tenha causado baixa mortalidade. Contudo, para as
suspensoes, o efeito observado com a nanoformulacio com PVA foi igual ou inferior ao
observado com Tween. Vale ressaltar que a maioria das nanoformulacdes com melhor efeito
foram as suspensdes; apenas uma formulacdo em p6 foi mais eficiente, a [P]NC-
PCL(0,25)+PVA, contendo PVA em lugar de Tween. Assim, as suspensdes preparadas com
Tween parecem ser mais estdveis que suspensdes com PVA, enquanto formulacdes em pd sdao

mais estdveis quando se utiliza o PVA como agente tensoativo. Embora tenha sido feito um
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controle da quantidade de azadiractina A apds a secagem por aspersdao, o mesmo ndo foi feito
com os demais compostos, ou seja, os outros limondides podem ter sofrido degradacdo pelo
processo, causando reducgao do efeito das nanoformulagdes em pd, exceto aquela com PVA. Esse
agente tensoativo pode ter protegido os compostos presentes nas formulagdes durante o processo
de secagem, de forma mais eficiente que o Tween. Outra possibilidade seria a de que os
compostos liberados das nanoparticulas em pé s@o melhor estabilizados pelo PVA do que pelo
Tween em solu¢ado, quando ressuspendidos para pulverizacao.

Quanto a quantidade de polimero, verificou-se efeito de nanoformulacdes com as trés
quantidades testadas. Entretanto a maioria daquelas que se destacou quanto ao efeito inseticida
tinha 0,25 e 0,50 g de polimero. Como a degradacao do polimero € condicao para que o 6leo e/ou
extrato de nim sejam liberados, a quantidade de polimero pode influenciar na velocidade da
degradacdao do mesmo, sendo que em menores quantidades o polimero se degrada mais rapido,
liberando mais rdpido o conteido da nanoparticula polimérica.

Os bioensaios realizados com folhas de milho apresentaram resultados melhores do que
aqueles realizados em dieta artificial, em que as nanoformulacdes eram aplicadas na superficie da
dieta. Possivelmente, as condi¢cdes ambientais as quais as nanoformulacdes foram expostas nos
testes em plantas (calor e radiacdo solar e presenca de microorganismos de ocorréncia natural no
ambiente), uma vez que as mesmas foram mantidas em casa de vegetacdo, tenham permitido a
degradacao mais rdpida dos polimeros e, consequentemente, liberagdo mais rdpida do dleo e/ou
do extrato de nim. Como mencionado nos bioensaios com dieta artificial, os polimeros PCL e
PHB nao se degradam em meio contendo apenas &4gua, mas sim em meio contendo
microorganismos, conforme observado por Cara et al. (2003). As diferencas observadas entre os
bioensaios em dieta e em folhas de milho confirmam que a dieta ndo é um meio propicio para a
degradacao dos polimeros, ndo permitindo avaliar seu real efeito sobre o inseto.

Para melhor comparar a eficiéncia de cada formulagdo, a mortalidade foi corrigida em
cada bioensaio pelo seu respectivo controle (ABBOTT, 1925), agrupando-se entdo os dados em
um grifico (Figura 3). Foram selecionadas as nanoformulagdes que apresentaram maior
eficiéncia de controle das lagartas e que causaram redugdo de peso significativa. Um terceiro

critério foi ter diferido do respectivo branco, dentro do bioensaio em que foi testada.
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Figura 3 - Eficiéncia de controle das nanoformulagdes testadas nos cinco bioensaios em casa de vegetacdo, sobre
lagartas de Spodoptera frugiperda, alimentadas desde o primeiro instar com nanoformula¢des de nim,
apos 10 dias. (Mortalidade corrigida pela férmula de Abbott, 1925)

As nanoformulagdes com maior efici€éncia, acima de 40%, foram:

[PINC-PCL(0,25)+PVA;

[SINS-PHB(0,25);
[SINS-PHB(0,50),

[SINC-PMMA(0,25).

Essas nanoformulagdes também causaram redugdo de peso significativa e diferiram dos

brancos, sendo, portanto, selecionadas para os testes de efeito residual e de preferéncia alimentar.
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4.2.3 Efeito residual das nanoformulacées selecionadas sobre S. frugiperda

Nos bioensaios para avaliagdao do efeito residual, as nanoformulagdes selecionadas foram
comparadas ao produto comercial. Verificou-se que nenhuma das formulacdes manteve seu efeito
ao longo do tempo, tendo uma reducdo relativamente pequena até 3 DAP (dias apds a
pulverizacdo) e uma reducdo maior até 7 DAP. No bioensaio iniciado com 1 DAP, todos os
tratamentos diferiram do controle quanto a mortalidade larval aos 10 dias, com destaque para
[SINS-PHB(0,25) (76,67%), que foi tao eficiente quanto o Organic Neem (88,33%). As outras
trés nanoformulagdes, [S]NS-PHB(0,50), [P]NC-PCL(0,25)+PVA e [SINC-PMMA(0,25) ndo
diferiram entre si (50,00, 46,67 e 40,00% de mortalidade, respectivamente), mas foram menos
eficientes do que aquelas. J4 com 3 DAP, as nanoformula¢des [SINC-PMMA(0,50) (53,33%) e
[SINS-PHB(0,50) (43,33%) foram tao eficientes quanto o Organic Neem (80,00%). A
nanoformulacdo ([SINS-PHB(0,25), que foi a mais eficiente com 1 DAP, ficou logo em seguida,
causando mortalidade de 40,00% das lagartas. A [P]NC-PCL(0,25)+PVA (23,33%) foi a unica
que nao diferiu do controle (15,00%). Aos 7 DAP, foi possivel diferenciar apenas o Organic
Neem (38,33%) do controle (13,33%). As nanoformulacdes nao diferiram entre si (15,00 a
26,27% de mortalidade), nem do Organic Neem e tampouco do controle, ndo sendo possivel

destacar nenhuma delas (Tabela 13).

Tabela 13 — Médias (+EP) de mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas, durante 10 dias, desde
o primeiro nstar com folhas de milho tratadas com formula¢des de nim, nos bioensaios instalados aos 1,
3 e 7 dias apds a pulverizacdo

Mortalidade (%)’
Tratamento
1 DAP 3 DAP 7 DAP

Controle 11,67 £0,48 ¢ 15,00 £0,25d 13,33+0,41Db
[PINC-PCL(0,25)+PVA 46,67 £ 1,08 b 23,33 +0,50 cd 15,00 £ 0,48 ab
[SINS-PHB(0,25) 76,67 £0,50 a 40,00 £ 1,29 bc 20,00 £ 0,71 ab
[SINC-PMMA(0,25) 40,00 £ 1,08 b 53,33 + 1,08 ab 20,00 £ 0,41 ab
[SINS-PHB(0,50) 50,00 £0,29b 43,33 £ 1,55 abc 26,67 £ 0,71 ab

Organic Neem 88,33 £ 0,48 a 80,00 £ 1,08 a 38,33+ 1,25a

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si (Tukey, 5%).

DAP = dias ap6s a pulverizagdo; [S] = suspensdo; [P] = pd; NC = nanocdpsulas; NS = nanoesferas;
PCL = poli-e-caprolactona; PHB = poli-8-hidroxibutirato; PMMA = polimetilmetacrilato; B = branco;
PVA = polivinil dlcool.
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A mortalidade obtida com as nanoformulagdes em 1 DAP foi semelhante a obtida com as
mesmas nos bioensaios para selecio de nanoformulagdes, embora [S]NS-PHB(0,25) tenha
causado neste bioensaio um efeito mais pronunciado.

O efeito significativo de todas as nanoformulacdes logo em 1 DAP indica a rdpida
liberacao dos compostos presentes nas cdpsulas/esferas, embora provavelmente ndo tenha sido
liberado todo o contetdo, j4 que houve menor mortalidade com as nanoformula¢des do que com
o produto comercial, indicando haver menor quantidade de dleo/extrato de nim agindo sobre os
insetos alimentados em folhas tratadas com nanoformula¢des. Como ainda se observou efeito em
3 DAP para algumas das formulagdes, € provavel que mesmo 3 dias apds a aplicag@o nas plantas
as nanoparticulas ainda estivessem liberando o seu conteido. Apesar disso, o efeito ndo se
manteve ao longo do tempo, ou seja, a liberac@o parece ter ocorrido apenas nos primeiros dias, €
ndo gradativamente. Outra possibilidade é que tenha ocorrido apenas uma pequena liberacdo,
devido a degradacdo de pequena quantidade de polimero das nanoparticulas, ficando ainda uma
grande quantidade de compostos retida nas mesmas.

Quanto ao peso das lagartas com 10 dias, no bioensaio iniciado em 1 DAP, a
nanoformulacdo [SINS-PHB(0,25) foi também a mais eficiente resultando em lagartas com
apenas 3,30 mg, valor que nao diferiu do constatado com Organic Neem (3,00 mg). As outras
trés, [SINC-PMMA(0,25) (5,85 mg), [SINS-PHB(0,50) (7,98 mg) e [P]NC-PCL(0,25)+PVA
(13,86 mg), embora também tenham apresentado reducdo de peso significativa em relagdo ao
controle (52,01 mg), foram menos eficientes que as citadas anteriormente. Observa-se que a
[PINC-PCL(0,25)+PVA foi a que causou a menor redugdo, assim como no bioensaio para sele¢ao
de nanoformulacdes, em que essa formulacdo causou alta mortalidade mas uma reducio de peso
ndo tdo elevada. Como ja mencionado, a azadiractina foi quantificada apds a secagem por
aspersao para obtencdo da formulagdo em pd, mas os outros compostos nao. Assim, durante o
processo, a azadiractina pode ter se mantido estdvel, talvez devido a presenca do PVA, mas os
outros compostos com efeito fagodeterrente, como a salanina e a nimbina, normalmente presentes
em Oleo e extrato de nim, podem ter sofrido degradacdo. Aos 3 DAP, com a nanoformulacao
[PINC-PCL(0,25)+PVA o peso larval (49,12 mg) ja ndo diferiu do controle (54,78 mg), assim

como ocorreu em relacdo a mortalidade. As outras trés nanoformulacdes apresentaram peso (8,57
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a 12,89 mg) inferior ao controle, entretanto nenhuma se igualou ao Organic Neem (3,74 mg). A
nanoformulacdo [P]NC-PCL(0,25)+PVA (67,73 mg) também ndo diferiu do controle (68,95 mg)
aos 7 DAP, enquanto as demais diferiram, com destaque para [S]NS-PHB(0,25) (15,51 mg), que
nao diferiu do Organic Neem (9,49 mg), ocorrendo nas demais, [SINC-PMMA(0,25) e [S]NS-
PHB(0,50), valores intermedidrios (32,30 e 37,48 mg, respectivamente) (Tabela 14).

Tabela 14 - Médias (£EP) de peso de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas, durante 10 dias, desde o
primeiro instar, com folhas de milho tratadas com nanoformula¢des de nim, nos bioensaios instalados
aos 1, 3 e 7 dias apds a pulverizacdo

Tratamento Peso (mg)l

1 DAP 3 DAP 7 DAP
Controle 52,01 £4,14d 54,78 £2,98 d 68,95 +2,79 ¢
[PINC-PCL(0,25)+PVA 13,86 £ 1,83 ¢ 49,12 £5,60d 67,73 +£6,93 ¢
[SINS-PHB(0,25) 3,30+£0,53 a 8,72+0,78 b 15,51 +1,81a
[SINC-PMMA(0,25) 5,85+0,52b 8,57 £0,79b 32,30+£2,75b
[SINS-PHB(0,50) 7,98 + 1,15 be 12,89 £ 1,31 ¢ 37,48 £3,36 b
Organic Neem 3,00+£0,43 a 3,74 +£0,29 a 949+ 1,71 a

" Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

DAP = dias ap6s a pulverizagdo; [S] = suspensio; [P] = pd; NC = nanocdpsulas; NS = nanoesferas;
PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; PMMA = polimetilmetacrilato; B = branco;
PVA = polivinil dlcool

Embora as nanoformula¢des nao tenham causado mortalidade significativa no bioensaio
iniciado aos 7 DAP, com relagdo ao peso larval observou-se que trés delas ainda apresentaram
atividade ([SINS-PHB(0,25), [SINC-PMMA(0,25) e [SINS-PHB(0,50)), causando redu¢do no
valor deste parametro. A nanoformulacdo em pé [P]NC-PCL(0,25)+PV A perdeu a acdo ja aos 3
DAP, o que foi comprovado tanto pela avaliacdo da mortalidade quanto do peso.

Comparando-se os tratamentos entre os trés bioensaios, observa-se que a eficiéncia de
controle de todos diminuiu com o passar do tempo, com exce¢do apenas da nanoformulagao
[SINC-PMMA(0,25), cuja eficiéncia aumentou de 1 para 3 DAP, mas diminuiu de 3 para 7 DAP
(Figura 3). O aumento da eficiéncia em 3 DAP em relagdo a 1 DAP pode ter sido causada por
uma degradacao mais lenta do polimero PMMA, liberando mais lentamente o nim, talvez com a

maior liberacdo em 3 DAP, ou a partir de 3 DAP, tendo maior acdo entao nesse periodo.
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Figura 3 - Efici€ncia de controle das nanoformula¢des de nim sobre lagartas de primeiro instar de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas, 1, 3 e 7 dias ap6s a aplicagdo (dados corrigidos por
Abbott, em cada bioensaio)

Entre 1 e 3 DAP, a maior reducido de eficiéncia foi observada com a nanoformulagdo
[PINC-PCL(0,25)+PVA (reducdo de 75,22%), seguida de [SINS-PHB(0,25) (59,89%) e [S]NS-
PHB(0,50) (23,40%) (Tabela 15). A maior redu¢do na eficiéncia de [P]NC-PCL(0,25)+PVA
sugere que nessa formulacao a liberacdo dos compostos foi mais rapida, logo ap6s a aplicagio, e
que a degradacdo dos compostos apds a liberacdo foi rdpida. A Unica nanoformulacdo que
apresentou aumento na eficiéncia foi [SINC-PMMA(0,25) (41,62%), indicando que esta pode ter
sofrido uma degradacdo gradativa do polimero, com consequente liberagdo gradativa do nim, o

que se esperava que ocorresse com todas as nanoformulagdes, ou que ao menos elas mantivessem
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o efeito por mais tempo. Ainda que nas nanoformulacdes os compostos estivessem protegidos
pelas nanoparticulas, visando evitar a biodegradagdo dos mesmos, a menor reducdo de eficiéncia
foi observada com o Organic Neem (12,21%), em que os compostos ndo estavam protegidos. A
maior reducdo da eficiéncia nas nanoformulag¢des do que no produto comercial pode ter se devido
a degradacdo dos compostos antes ou depois da liberacdo, ou mesmo por reducdo na liberacao

apos alguns dias da aplicagdo.

Tabela 15 - Aumento (+) / reducdo (-) da eficiéncia de controle das formulagdes sobre lagartas de Spodoptera
frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com folhas de milho tratadas com nanoformulacdes de

nim
Eficiéncia de Controle (%)1
Tratamento
1 DAP-3 DAP 3 DAP -7 DAP 1 DAP -7 DAP

[PINC-PCL(0,25)+PVA -75,22 -62,67 -90,75
[SINS-PHB(0,25) -59,89 -62,24 -87,67
[SINC-PMMA(0,25) +41,62 -83,58 -76,75
[SINS-PHB(0,50) -23,40 -56,68 -64,52
Organic Neem -12,21 -61,91 -66,56

"'Valores calculados com base na mortalidade corrigida (Abbott, 1925).

DAP = dias ap6s a pulverizagdo; [S] = suspensio; [P] = pd; NC = nanocdpsulas; NS = nanoesferas;
PCL = poli-g-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; PMMA = polimetilmetacrilato; B = branco;
PVA = polivinil alcool.

Entre 3 e 7 DAP, a eficiéncia de todos os tratamentos reduziu, sendo maior para [S]NC-
PMMA(0,25) (83,58%), enquanto para as demais a reducao ficou entre 56,68 ¢ 62,67%, sendo de
61,91% para Organic Neem. A eficiéncia da nanoformulacdo [P]NC-PCL(0,25)+PVA em 7 DAP
reduziu 90,75% em relagdo a eficiéncia inicial (1 DAP), para a [S]NS-PHB(0,25) a reducdo foi
de 87,67%, para a [SINC-PMMA(0,25) foi de 76,75%, e de 64,52% para a [S]NS-PHB(0,50).
Para o Organic Neem, a redugao foi de 66,56%.

Segundo Schmutterer (1990), o efeito residual de produtos a base de nim € em média de 5
a 7 dias. Stokes e Redfern (1982) relataram que a acdo da azadiractina sobre S. frugiperda, apds
exposicao direta a luz solar, fica reduzida a cerca de 80% apds 3 dias e a 50% apds 7 dias. No

presente estudo, a reducdo da acdo do Organic Neem ap6s 3 dias foi de 12,21%, restando assim
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cerca de 87% da atividade, se aproximando dos resultados obtidos por aqueles autores, porém
apos 7 dias restava apenas 33,44% da atividade inicial.

Com as nanoformulacdes, em trés dias a atividade restante da [S]NS-PHB(0,50) era de
76,6%, semelhante a do Organic Neem, mas [P]NC-PCL(0,25)+PVA e [S]NS-PHB(0,25)
apresentavam apenas 24,78 e 40,11% de atividade, respectivamente. A Unica que teve sua
atividade aumentada foi [SINC-PMMA(0,25), com 41,62% de aumento. Apds sete dias, a
atividade da [S]NS-PHB(0,50) também era semelhante a do Organic Neem (35,48%), mas a das
outras nanoformulagdes era muito inferior (9,25% com [P]NC-PCL(0,25)+PVA, 12,33% com
[SINS-PHB(0,25) e 23,25% com [S]NC-PMMA(0,25). Assim, a atividade das nanoformulacdes
diminuiu mais que a do produto comercial, ao longo do tempo.

Caboni et al. (2002) verificaram reducdo de 90% na quantidade de azadiractina A
encontrada em frutos de oliveira tratados, apds 3 dias, sendo que apds 7 dias nenhum residuo foi
detectado. Calcularam uma meia-vida da azadiractina A igual a 0,8 dias, em condi¢des de campo
com temperatura variando de 18,7 a 26,5°C e sem ocorréncia de chuvas.

Esperava-se que a degradacdo do polimero fosse lenta e continua, permitindo liberagao
gradativa do 6leo/extrato de nim, mantendo assim o efeito por um tempo maior. Entretanto, as
nanoformulacdes ndo aumentaram o efeito residual dos compostos do nim, apresentando maior
reducdo da eficiéncia ao longo do tempo em relacio ao produto comercial. Assim, o efeito
residual do Organic Neem foi de 7 dias, enquanto para a nanoformulacio [P]NC-
PCL(0,25)+PVA foi de apenas 1 dia, e para as outras trés foi de 3 dias.

O fato de as nanoformulagdes terem apresentado efeito maior 1 e 3 dias apds a aplicacdo
poderia estar associado também a taxa de encapsulacdo da azadiractina. Nem todo o conteido de
azadiractina presente no 6leo/extrato de nim foi encapsulado, ou seja, uma certa quantidade ficou
livie na formulagdo, sendo que algumas nanoformulacdes apresentaram uma taxa de
encapsulacio maior que outras. Em geral, as nanocdpsulas apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo entre 40 e 60%, enquanto as nanoesferas, de 15 a 40%. Assim, o efeito inicial
observado com algumas das nanoformulacdes pode ter se devido aos compostos ativos nao

encapsulados, e ndo aqueles liberados pelas nanoparticulas.
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4.2.4 Efeito das nanoformulacoes selecionadas sobre o consumo foliar

Nos bioensaios de preferéncia alimentar, em 1 DAP somente o Organic Neem e a

nanoformulacdo [SINS-PHB(0,25) apresentaram efeito fagodeterrente, enquanto as outras

nanoformulacdes ndo tiveram qualquer efeito sobre o consumo de alimento por lagartas de S.

frugiperda. Aos 3 e 7 DAP, nenhum tratamento apresentou efeito fagodeterrente, sendo todos

classificados como neutros. Nenhum tratamento apresentou efeito fagoestimulante, em nenhum

dos bioensaios (Tabela 16).

Tabela 16 - Area foliar consumida e preferéncia alimentar de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda, 24
horas apds liberacdo em arenas com chance de escolha entre discos foliares tratados e ndo tratados com
nanoformula¢des de nim, aos 1, 3 e 7 dias apds a aplicagdo

Area foliar consumida (= EP)

Tratamento IP' +EP  IClass’ Classificacao
Tratamento Controle

1 DAP

[PINC-PCL(0,25)+PVA 2,28 £0,32 3,61£040 0,78+0,11 1+0,23 Neutro
[SINS-PHB(0,25) 2,27 £0,30 3,62+0,30 0,76 +0,09 1+0,20 Fagodeterrente
[SINC-PMMA(0,25) 2,51 £0,29 329+0,38 090+0,10 1+£0,22 Neutro
[SINS-PHB(0,50) 2,35+£0,39 349+042 0,81+£0,13 1+£0,27 Neutro
Organic Neem 1,75 £ 0,37 4,14+047 0,63+0,14 1+0,30 Fagodeterrente

3 DAP
[PINC-PCL(0,25)+PVA 5,90 £0,63 5,81 +£0,70 1,03+0,11 1+£0,23 Neutro
[SINS-PHB(0,25) 2,99 £ 0,63 435+0,75 090+0,18 1+0,38 Neutro
[SINC-PMMA(0,25) 2,38 £0,49 3,04£064 090+0,16 1+0,33 Neutro
[SINS-PHB(0,50) 2,60 £0,56 1,76 £0,39 1,04 +0,18 1+0,37 Neutro
Organic Neem 1,78 + 0,47 2,18+ 0,44 096+0,19 1+041 Neutro

7 DAP
[PINC-PCL(0,25)+PVA 2,42 +£0,63 2,35+£0,52 1,00+£0,21 1+£0,44 Neutro
[SINS-PHB(0,25) 2,36 £ 0,50 1,41 £041 1,25+0,20 1+£041 Neutro
[SINC-PMMA(0,25) 2,51 £0,53 1,84 +£0,56 1,23+0,23 1+0,49 Neutro
[SINS-PHB(0,50) 2,07 £0,43 220+£0,52 1,04+£022 1+£045 Neutro
Organic Neem 1,94 + 0,54 3,01 +£0,52 0,75+021 1+044 Neutro

"ndice de Preferéncia; Intervalo de Classificacgdo.

DAP = dias apés a pulverizacdo; [S] = suspensio; [P] = p6; NC = nanocdpsulas; NS = nanoesferas;
PCL = poli-e-caprolactona; PHB = poli-B-hidroxibutirato; PMMA = polimetilmetacrilato; B = branco;

PVA = polivinil dlcool
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Embora aos 3 e 7 DAP o efeito do Organic Neem ndo tenha tido efeito, tendo sido
classificado como neutro, observa-se que as folhas tratadas com o produto foram relativamente
menos consumidas em relacdo as folhas tratadas com as nanoformulagdes, nos trés bioensaios.
Assim, embora s6 tenha sido classificado como fagodeterrente em 1 DAP, parece que as lagartas
foram sensibilizadas pelos compostos do nim nos outros dois bioensaios, ainda que em menor
propor¢ao.

O fato de a formulacdo [SINS-PHB(0,25) ter apresentado efeito fagodeterrente com 1
DAP, com 0,25 g do polimero, e isto ndo ter ocorrido quando esta mesma formulacdo foi usada
contendo 0,50 do polimero talvez possa ser explicado justamente pela variacdo nesta quantidade.
Assim, em 1 DAP as formulacdes tinham sido recém-aplicadas, tendo havido pouco tempo para
degradacao do polimero e, portanto, a nanoformula¢do com menor quantidade do mesmo (0,25 g)
pode ter liberado o principio ativo mais rapidamente do que a outra.

A nanoformulacgdo [S]NS-PHB(0,25), que em 1 DAP apresentou efeito fagodeterrente, foi
também a nanoformulac¢do que causou maior mortalidade e menor peso das lagartas no bioensaio
residual, em 1 DAP. Assim, parece que seu efeito foi imediato, ou seja, que houve liberagao do
nim logo apds a pulverizacdo nas plantas. As demais podem ter tido uma liberacdo ndo tdo
imediata ou em quantidade muito pequena, nao sendo possivel observar efeito logo no primeiro
dia, quando foi instalado o teste de preferéncia alimentar de 1 DAP. Quanto a 3 e 7 DAP, é
possivel que aqueles compostos com agdo fagodeterrente, como nimbina e salanina, além da
azadiractina, ja tivessem sido degradados, por isso os tratamentos nao apresentaram efeito.
Caboni et al. (2006) extrairam alguns compostos a partir do extrato metandlico de sementes de
nim e deixaram expostos a luz solar direta. A meia-vida calculada para as azadiractinas A ¢ B
foram de 11,34 e 5,52 horas, respectivamente, enquanto para nimbina foi de 0,30 e para salanina
de 0,09 horas, ou seja, estes dois compostos apresentam degradacdo muito mais rdpida quando
expostos a luz solar.

Considerando que essas nanoformulacdes ndo apresentaram efeito fagodeterrente mas
causaram reduc¢do de peso no bioensaio de efeito residual, parece que o nim ndo atuou
estimulando células fagodeterrentes especificas, e sim causando efeitos t6xicos no meséntero,

apods a ingestao.
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No bioensaio residual para avaliagdo de mortalidade e peso, em 1 DAP todas as
formulacdes apresentaram efeito significativo, enquanto no bioensaio de preferéncia alimentar
apenas [SINS-PHB(0,25) e Organic Neem apresentaram efeito significativo (fagodeterréncia).
Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que o bioensaio de preferéncia alimentar €
realizado em apenas 24 horas, sendo o resultado dependente da condi¢do das formulacdes na
planta no dia exato da instalacdo, enquanto no bioensaio residual as lagartas receberam folhas
tratadas diariamente, durante 10 dias e, assim a a¢ao pode ter sido resultante da liberagdo do nim
em quaisquer destes 10 dias, ndo sendo possivel afirmar com exatiddo quando o nim foi liberado

€ comecou a agir.
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5 CONCLUSOES

z

* A metodologia de aplicacdo nanoformulacdes em dieta artificial ndo € eficiente para
avaliar o efeito sobre lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), uma vez que estas
formulacdes necessitam de condicdes especificas para degradacao do polimero e liberacao
dos compostos ativos, como luz solar e presenca de microorganismos, sendo melhor o
teste com aplicacdo em plantas de milho, mantidas em casa de vegetacdo sob condicdes
ambientais.

= QOs polimeros PMMA (polimetilmetacrilato), PCL (poli-e-caprolactona) e PHB (poli-f-
hidroxibutirato), assim como os dois tipos de nanoparticulas (nanocdpsulas e nanoesferas)
podem ser utilizados para o preparo de nanoformulagdes de nim.

* As nanoformulacdes [P]NC-PCL(0,25)+PVA, [SINS-PHB(0,25), [SINS-PHB(0,50) e
[SINC-PMMA(0,25) apresentam maior efici€éncia de controle e reducdo de peso das
lagartas de S. frugiperda que se alimentam de folhas de milho tratadas, embora com efeito
inferior ao do produto comercial Organic Neem.

= Com 0,25 e 0,50g de polimero, a degradacdo e, conseqiientemente, a liberacdo dos
compostos é mais rapida do que com 0,75 g.

* As nanoformulacdes em suspensdao contendo Tween 80 como agente tensoativo
apresentam maior eficiéncia que aquelas em po, entretanto nanoformulacdes em pod sdo
mais eficientes do que em suspensdo quando se utiliza o PVA (polivinil dlcool) em lugar
de Tween.80.

= Apenas a nanoformulagdo [S]NS-PHB(0,25) e o Organic Neem causam fagodeterréncia
nas lagartas de S. frugiperda, e apenas no primeiro dia apds a aplicacao.

= QO efeito residual do Organic Neem € de 7 dias, enquanto o da nanoformulacdo [P]NC-
PCL(0,25)+PVA ¢é de 1 dia, e de 3 dias para as nanoformulacdes [S]NS-PHB(0,25),
[SINS-PHB(0,50) e [SINC-PMMA(0,25).

= As nanoformulagdes ndo aumentam a acdo residual do nim, apresentando maior redugdo

da eficiéncia ao longo do tempo, durante o periodo avaliado.
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