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RESUMO

Santos, Emerson Flavio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023.
Sintese de biocomposto a partir de sementes de abacate e avaliagao do
potencial inseticida. Orientador: Lessando Moreira Gontijo. Coorientador: Brenno
Santos Leite.

Atividades agroindustriais como o processamento das frutas geram residuos diversos,
muitas vezes com grande potencial a ser explorado. A semente de abacate é um
destes residuos com potencial bioativo. Nesta vertente o conceito de biorrefinaria,
aplicando a tecnologia de liquefagdo, pode ser uma alternativa interessante para
valorizar, explorar e transformar residuos agroindustriais em novos produtos, como
por exemplo um inseticida. Para atender estas expectativas, no Capitulo 1 deste
estudo explorou a técnica de liquefacdo para sintese de biocompostos a partir da
semente de abacate (Persea americana Mill. (Lauraceae)) (Margarida) e p6 da folha
de nim Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) usando como solvente a glicerina.
Também foram comaprados os grupos funcionais dos biocompostos do abacate e p6
de nim por meio de espectroscopia FT-IR. Para isso, as sementes (biomassa) foram
previamente desidratadas, pulverizadas e caracterizadas. Os resultados mostraram
que o processo de liquefagao foi eficaz em liquefazer a biomassa de semente de
abacate, pois os rendimentos variaram entre 38 a 60 % m/m. Os valores de p<0,05
demonstraram que ambos os fatores (proporgdo x tempo) podem ser responsaveis
pelo rendimento observado. O teste de médias indicou o biocomposto (AAA) que
experimentou a combinacdo de 2:1/30 (solvente/biomassa/tempo) alcangou maior
rendimento (60,3 £ 0,9 % m/m), apresentou viscosidade de 116 mPa e pH 5,01, e ndo
exebiu variagdes significativas quando submetido a diluigbes. Através da
espectroscopia FT-IR inferimos que os constituintes do biocomposto possuem grupos
funcionais similares as estruturas de moléculas como: as acetogeninas, furanos e
compostos fendlicos. A comparagdo dos grupos funcionais dos biocompostos
sintetizados da biomassa do nim com Azamax® revelou que eles n&o se sobrepdem,
porém bioensaios preliminares revelaram que ambos apresentaram atividade
inseticida sobre ninfas de primeiro/segundo instares de pulgbes. No Capitulo 2
investigou o potencial inseticida dos biocompostos sobre ninfas de primeiro/segundo

instares de pulgbes (Brevicoryne brassicae (Linnaeus) e Myzus persicae (Sulzer)



(Hemiptera: Aphididae)) em bioensaios de laboratério e campo. Bioensaios
preliminares permitiram inferir que a técnica de liquefacdo é eficaz para sintese de
biocompostos a partir da biomassa das sementes de abacate e nim, e ambos
mostraram efeito letal sobre ninfas de primeiro/segundo instares de pulgdes, variando
entre 20 a 48% quando submetidos a doses preparadas a 15 % m/m observados no
intervalo de 24 e 48h. Dentre estes, o mais efetivo contra as ninfas foi o biocomposto
AAA (2:1/30 min), apresentando a DLso (64 mg/mL) e DLoo (429 mg/mL) (p<0,001). A
DLgo do biocomposto AAA (2:1/30 min) repeliu ninfas de pulgdes e o efeito observado
se mostrou relativamente maior do que a dose de campo do Azamax® (cultura da
couve de folha). O bioensaio de campo demonstrou que a dose de campo do Azamax®
e a DLgo do biocomposto AAA (2:1/30 min) foram capazes de reduzir as populagdes
dos pulgbes em cultivo de couve do grupo manteiga no periodo de outubro a
novembro. Em conclusado, os resultados mostraram que as sementes de abacate
podem ser uma fonte promissora de compostos bioativos a serem aplicados no
controle de pragas importantes como os pulgdes, podendo ser desenvolvido um
inseticida a ser utilizado no Manejo Integrado de Pragas (MIP). Apesar dos resultados
promissores, novos estudos serdo necessarios para investigar a(s) molécula(s)
responsavel(is) pela atividade inseticida observada, bem como realizar testes
toxicologicos letais e subletais em organismo néo-alvo, principalmente a saude

humana e biodegradabilidade a condi¢gdes ambientais.

Palavras-chave: Semente de abacate. Valorizacdo de residuos agroindustriais.

Sintese. Biocomposto. Liquefacéao.



ABSTRACT

Santos, Emerson Flavio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2023.
Synthesis of biocompound from avocado seeds and assessment of insecticidal
potential. Advisor: Lessando Moreira Gontijo. Co-advisor: Brenno Santos Leite.

Fruit processing in the gro-industry can engender various residues, which sometimes
may contain great chemical potential to be explored. Avocado seed is one of these
residues that possess important bioactive compaounds. In this regard, the use of
liquefaction technology, can be an interesting alternative to explore chemically waste
material from agro-industry, which may thus sometimes be transformed into new
products such as insecticides. Therefore, in Chapter 1 we explored the liquefaction
technique for the synthesis of biocompounds from avocado seeds (Persea americana
Mill. (Lauraceae)) (Daisy) and neem leaf powder Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae). In addition, wecompared the functional groups from avocado seed and
neem biocompounds by menas of using the FT-IR spectroscopy. For this, the avocado
seeds (biomass) were previously dehydrated, pulverized and characterized. The
results showed that the liquefaction process was effective in liquefying the avocado
seed biomass, as it yielded an efficiency rate of 38 to 60% m/m. The values of p<0.05
suggested that both factors (mass proportion x time) could be responsible for the
observed performance/efficiency. The results indicate that the biocompound (AAA)
that experienced the combination of 2:1/30 (solvent/biomass/time) as the one with the
highest conversion efficiency rate (60.3 £ 0.9% m/m). This biocompaund
alsopresented a viscosity of 116 mPa and pH 5.01, and had no significant variations
when subjected to dilution. Through FT-IR spectroscopy we were able to infer that the
constituents of the biocompound have functional groups similar to the structures of
molecules such as: acetogenins, furans and phenolic compounds. Comparison of the
functional groups of biocompounds synthesized from neem biomass and Azamax®
revealed that they do not overlap, but preliminary bioassays revealed that both showed
insecticidal activity on first/second instar nymphs of aphids. Thus, Chapter 2
investigated the insecticidal potential of biocompounds on first/second instar nymphs
of aphids (Brevicoryne brassicae (Linnaeus) and Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera:
Aphididae)) in laboratory and field bioassays. Preliminary bioassays allowed inferring

that the liquefaction technique is effective for the synthesis of biocompounds from



avocado and neem seeds, and both showed a lethal effect on first/second instars
nymphs of aphids, ranging from 20 to 48% when subjected to prepared doses. at 15
% w/w observed between 24 and 48 hours. Among these, the most effective against
nymphs was the AAA biopolyol (2:1/30 min), presenting LD50 (64 mg/mL) and LD90
(429 mg/mL) (p<0.001). The LD90 of the AAA biopolyol (2:1/30 min) caused repellency
to the aphid nymphs and the observed effect was shown to be relatively higher than
the field dose of Azamax® (kale leaf culture). The field bioassay demonstrated that the
field dose of Azamax® and the LD90 of the AAA biocompound (2:1/30 min) were able
to reduce aphid populations in cabbage cultivation of the butter group from October to
November, in tropical conditions. The results showed that avocado seeds can be a
promising source of bioactive compounds to be applied in the control of important pests
such as aphids, and an insecticide can be developed to be used in Integrated Pest
Management (IPM). Despite the promising results, new studies are needed to
investigate the molecule(s) responsible for the observed insecticidal activity, as well as
to carry out lethal and sublethal toxicological tests on non-target organisms, mainly on

human health and biodegradability under environmental conditions.

Keywords: Avocado seed. Valorization of agro-industrial residues. Synthesis.

Biocomposite. Liquefaction.
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1. INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos tempos conceitos relacionados ao desenvolvimento sustentavel,
economia circular e quimica verde tem chamado a atengcdo de todo segmento
consumidor e produtivo (BASTOS, 2012; MACHADO, 2014; LIGUIRO, 2016;
SHELDON, 2017; SEIDL, 2019). Nesse sentido o Brasil vem se destacando no setor
de agronegdcios e no mesmo ritmo é crescente a geragao de residuos provenientes
das atividades, bem como a necessidade de se investir em tecnologias que permitam
a transformacéo e valorizagao destes, atendendo tais conceitos (CORTEZ et al. 1992;
LOUSADA JUNIOR et al, 2005; CRUZ, et al. 2014; ALVIM et al. 2014;
BUDZIANOWSKI, 2016; CORNEJO et al. 2017; CHEN et a. 2020).

Dentre as formas mais comuns adotadas para destinar e valorizar os residuos
agroindustriais estdo: a produgao de ragao animal, reaproveitamento para consumo
humano, fonte de energia, fertilizacdo e condicionamento do solo. Mas estudos
recentes tém demonstrado que ha muito a se explorar, como por exemplo o potencial
bioativo de alguns constituintes que podem estar disponiveis nestes residuos
(BARRET et al., 2005).

Atendendo estas expectativas vale destacar a producédo do abacate no Brasil
que é crescente desde 2009 atingindo em 2019 cerca de 242.932 toneladas em uma
area de 15.315 ha, e a variedade Margarida como uma das mais plantadas.
Geralmente o abacate é destinado ao consumo da sua polpa in natura, bem como
para fabricacdo de cosméticos e outros derivados, sendo considerado residuos do
processamento a casca e a semente do fruto, representando cerca de 16% do peso
bruto que poderiam ser melhor explorados e transformados em produtos com maior
valor agregado (DABAS, et al. 2013; IBGE 2020, CARVALHO et al., 2020).

Produtos derivado de plantas como do Abacateiro (Persea americana Miller)
pertencente a Familia Lauraceae, vem recebendo atencdo do meio cientifico
buscando desenvolvimento e agregagao de valor ao produto e subprodutos gerados
no processamento, ao qual pode-se destacar os extratos e oleos provenientes das
folhas, casca, polpa e sementes. Trabalhos diversos relataram efeitos bioativos
fitoterapicos, nutricionais, medicinais na saude humana, e atividade inseticida
(NEEMAM et al. 1970; STEIN & KINGAUF 1990; RODRIGUEZ-SAONA et al.1998;
ABE et al. 2005; LEITE et al. 2009; CHIA & DIKES 2010; SANTA-CECILIA et al. 2010;
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CARVALHO, 2011; JIMENEZ-ARELLANES et al. 2013; ADESINA et al. 2016;
CARDOSO et al. 2017; CARVALHO et al. 2020).

Outro que merece destaque no que tange a observagao da atividade inseticida
sdo os extratos e 6leos de nim (Azadirachta indica) pertencente a Familia Meliaceae
(ISMAN, 2006). Possui reconhecimento mundial de sua eficacia no controle de
diversas pragas, devido a presenga do imunossupressor azadiractina, um
tetranotriterpendide bioativo, que pode interferir no comportamento alimentar, no
desenvolvimento e na reprodugédo de muitos insetos (MARTINEZ & EMDEN, 2001).
Além de exibir baixa toxicidade a mamiferos (BOEKE et al., 2004) podendo se
degradar no solo e nas plantas (ISMAN, 2006). Tais caracteristicas tém chamado a
atencdo de empresas dos ramos de defensivos agricolas e diversas patentes de
produtos utilizando formulagdes a partir do nim, como o Azamax®, que tem sido
comercializado e indicado para o controle de diversas pragas em muitos paises como
no Brasil (MATINEZ & EMDEN, 2001; COX, 2002).

Em geral os 6leos e extratos obtidos a partir de flores, ervas, frutos, ramas,
cascas, sementes, madeiras e raizes, podem apresentar dentre seus constituintes
moléculas bioativas advindas comumente do metabolismo secundario das plantas
sintetizado mediante a interagado desta com o0 ambiente circundante como por exemplo
em defesa contra o ataque de herbivoros, podendo tais compostos serem
armazenados em diferentes células como nas oleiferas presente em plantas como o
abacateiro (RODRIGUEZ-SAONA et al.2000; DUKE, 2000; GOBBO-NETO & LOPES,
2007; SOLORZANO & MIRANDA, 2012). Com foco na atividade inseticida varios
estudos se dedicaram a exploracdo do espectro de acao, eficiéncia, seletividade,
toxicidade, biodegradabilidade e uso de fontes renovaveis (MOREIRA et al., 2005;
ISMAN, 2006; DAYAN et al. 2009, VENZON et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Conforme ISMAN (2006), para se produzir um inseticida a partir de plantas
atendendo o principio da sustentabilidade a matéria prima utilizada deve ser obtida
em larga escala de preferéncia sem sazonalidade, ser abundante na natureza, ou
cultivada para outra finalidade como por exemplo: sombra, quebra-vento, frutos,
lenha, producédo de medicamentos, cosméticos ou até mesmo que a fonte de obtencao
seja proveniente de subprodutos destes, um “residuo”.

Os residuos quando considerados fontes para obtencdo de novos produtos,
dao origem ao conceito de biomassa que pode ser uma fonte potencial de energia e
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compostos, apdés passarem por transformacdo e ou fracionamento de seus
constituintes mediante aplicagdo de variadas técnicas dentro do conceito de
biorrefinaria (GHATAK, 2011; PEREZ et al. 2017).

A biorrefinaria é constituida por variados processos que podem combinar entre
si com objetivo de transformacdo, conversdo, aproveitamento e a valorizagdo de
biomassas. Dentre os processos mais comuns estdo os termoquimicos, bioquimicos,
quimicos e outros que utilizam meios fisicos para pré-tratamento das biomassas.
Estas podem ser oriundas das mais variadas matérias-primas, como por exemplo os
residuos dos processamentos agroindustriais, classificados como materiais
lignoceluldsicos. E seus constituintes podem variar de acordo com a origem e
transformacao a qual primariamente foi submetida, mas geralmente sao constituidas
por celulose, hemicelulose, lignina, proteinas, Ooleos, terpenos alcaloides,
flavorizantes, compostos fendlicos dentre outros, variando em concentragcéo e
composi¢cado (RODRIGUES et al., 2011; KING, 2010; GHATAK, 2011).

Destacando os processos termoquimicos mais comuns como a pirdlise,
gaseificagdo, combustéo e liquefacdo onde a biomassa é submetida a variagao de
temperaturas, presséo, com ou sem solvente e catalisadores, devido ao vasto acervo
de informacdes e detalhamento de rotas de cada processo, vale aqui separar para
estudo o processo de liquefagdo. Sendo assim, DERMIBAS (2000) concluiu que a
biomassa pode ser liquefeita por meio da sua decomposicdo em moléculas menores
instaveis e reativas, por isso podem se repolimerizarem formando compostos oleosos
com variavel faixa de peso molecular.

Mais tarde DERMIBAS (2008), ressaltou que o processo de liquefagao pode
ser realizado em duas etapas: a direta e indireta, a primeira envolve pirdlise rapida
produzindo compostos como alcatrdes, Oleos, biopolidis e vapores organicos, e a
segunda se encarrega mediante ao uso de catalizadores em liquefazer os vapores
organicos.

Em outro estudo LEITE et al. (2018), concluiram que o processo de liquefagao
foi eficaz na conversao de diferentes biomassas lignoceluldésicas em novos produtos,
e ainda aplicou o conceito de quimica verde no processo, utilizando o glicerol como
solvente, sendo este um subproduto dos processos de transesterificagao.
Ressaltaram ainda que houve a transformacao da fase solida da biomassa para fase

liquida, por meio da deslignificagdo das cadeias poliméricas em moléculas menores
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possibilitando sua incorporagdo ao glicerol, dando origem aos biopolidis. Para isso
exploraram variagdes de propor¢des entre solvente e biomassa, tempo e temperatura
a pressao constante, em vaso reacional e por fim comparou os diferentes rendimentos
obtidos que variaram de 38 a 91% m/m atribuindo a variagao a presenca de diferentes
constituintes de cada biomassa.

CRUZ et al. (2014), ressaltaram a importancia da observacdo constante do
conceito de quimica verde em rotas de sinteses para obteng¢ao de novos produtos no
que tange a substituicdo de produtos quimicos tradicionais, como solventes organicos
derivados do petrdleo, nocivos a saude humana, com alto grau de inflamabilidade e
potenciais poluidores atmosféricos.

Nesse sentido, o uso de glicerina tem chamado atengdo do meio cientifico por
reunir caracteristicas desejaveis podendo ser considerado um solvente verde (ZHOU
et al. 2008; GU & JEROME, 2010), por apresentar baixa toxicidade ao homem, n&o
inflamavel, viscoso, biodegradavel, alto ponto de ebuligdo, polaridade, e dentre outras
possui o efeito de desidratacdo destacada por DERMIBAS (2008) atribuindo a
versatilidade de adesao a matéria lignoceluldsica solida seca por meio da ligagao de
hidrogénio com os grupos hidroxila.

Sendo assim diante do exposto o uso da tecnologia de liquefagao utilizando a
glicerina como solvente surge como uma alternativa interessante para a sintese de
novos produtos na perspectiva de aumentar o rendimento no que se refere ao
aproveitamento da biomassa e observacao dos principios de quimica verde. Levando
em consideracédo estudos como o de CARVALHO et al. (2020) que ao prepararem
extratos a partir das sementes de abacate utilizando solventes organicos
convencionais dentre eles o etanol, hexano, diclorometano, acetato de etila e solucao
hidroalcdolica, observou por meio de bioensaios atividade inseticida frente a Bemisia
tabacia (GENNADIUS, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) praga de importancia agricola,
obtendo rendimentos em aproveitamento da biomassa em torno de 10 % m/m.

Nessa vertente explorar compostos bioativos advindos de plantas observando
a valorizacao de residuos gerados em atividades agroindustriais, a fim de se produzir
inseticidas a serem utilizados no manejo de insetos-praga como os pulgdes, muitas
das vezes pode ser encarada como um desafio. Pois alguns inseticidas como os da
classe de organo-sintéticos vislumbram caracteristicas atraentes ao mercado como

por exemplo: resposta rapida no controle, facilidade de obtencao por meio de rotas
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sintéticas empregando solventes convencionais e simplicidade de aplicagdo. No
entanto tais praticas podem acarretar em diversos problemas como: residuos nos
alimentos, surgimento de populagdes de insetos resistentes, contaminagao ambiental,
ressurgéncia e erupgao de pragas (VERDRAMIM & CASTIGLIONE, 2000).

No que se refere aos pulgdes, no mundo € conhecido mais de 4000 espécies
e cerca de 250 sdo consideradas pragas na agricultura sendo uma das principais, 0
Brevicoryne brassicae (LINNAEUS, 1758) e Myzus persicae (SULZER, 1776)
(Hemiptera: Aphididae) (BLACKMAN & EASTOP, 2007). Estes insetos sao pragas de
regides de clima temperado e tropical podendo atingir ampla distribuicdo mundial e
causar danos diversos a culturas, por isso sua populacdo deve ser controlada. Em
geral, atacam principalmente plantas da Familia Brassicaceae, incluindo couve de
folhas, repolho, brécolis, dentre outras (VAN EMDEN & HARRINGTON, 2007; AHMAD
& AKHTAR, 2013). As ninfas e adultos (pulgdes) possuem aparelho bucal picador-
sugador utilizado para sugar a seiva nos tecidos floematicos das plantas resultando
na perda de compostos secundarios necessarios para o seu desenvolvimento (LIU &
SPARKS JR., 2001; VAN EMDEN, 2013). Ainda podem injetar particulas salivares que
deformam os tecidos foliares, e excretam substancia agucarada (Honeydew) que
serve de substrato alimentar para fungos, como a fumagina (Capnodim sp.)
(SALVADORI et al., 2005).

O cultivo das brassicas desempenha papel importante no mercado brasileiro,
por possuir caracteristicas tais como alto valor nutricional, rapido retorno financeiro, e
baixo custo de produgéo (FILGUEIRA, 2000). Podemos destacar o cultivo da couve-
de-folha (doravante apenas couve) no Brasil, dados do IBGE (2017) estimaram uma
produgdo anual de 161.986 toneladas, sendo destacado como maior produtor o
estado de Sao Paulo. Quando as folhas de couve sao infestadas pelos pulgdes,
podem se tornar ndo comerciais por assumir forma reduzida, amarelada e
distorcida/encarquilhada. O encarquilhamento das folhas pode dificultar o controle,
pois os pulgdes se abrigam nas folhas retorcidas protegendo-os do contato direto com
inseticidas (LIU & SPARS JR., 2001). O método de controle ainda mais utilizado no
combate de pulgbes tem sido o uso de inseticidas (i.e. controle quimico),
principalmente devido a sua rapida agdo em causar a mortalidade desses insetos. No
entanto, se utilizados de forma indiscriminadalirracional os inseticidas podem

acarretar danos a saude humana, ao meio ambiente, aos organismos nao-alvo (ex.,
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polinizadores e inimigos naturais), bem como contribuirem para a selegdo de
populagdes resistentes (LIU & SPARKS JR., 2001).

Conforme SILVA et al. (2010), o Controle Alternativo de Pragas e Doencgas
(CAPD) pode ser um meio interessante para avangos no sentido de redugao ou até
mesmo na subtituicdo de insetidas tradicionais, além disso destacaram que estas
praticas tém chamado a atencao de horticultores. O CAPD tem como base a utilizagao
de meios naturais e alternativos que assegurem a produ¢ao reduzindo os danos no
solo, agua e mantenha a qualidade final do produto. ISMAN (2006) também ressaltou
que a adogéao de estratégias como controle bioldgico e uso de inseticidas derivados
de plantas vem ganhando maior reconhecimento e ainda inferiu que as plantas podem
ser uma alternativa valiosa para prospec¢ao de novas moléculas bioativas.

Contudo nenhum momento foi apresentado um estudo sobre a eficiéncia do
biocomposto oriundo da semente de abacate obtido a partir da técnica de liquefacao
(biomassa/solvente/tempo) sob condi¢gdes controladas (temperatura/pressao) em
vaso de pressao, também nao ha relatos da caracterizacdo e exploragédo da sua
bioatividade no concerne da atividade inseticida frente a um inseto-praga de
importancia agricola.

Face ao exposto levando em conta a valorizagdo de um residuo agroindustrial,
e principios da quimica verde, explorou-se neste estudo a eficacia da técnica de
liquefacdo mediante o uso da glicerina como solvente para producéo de biocompostos
a partir da biomassa da semente de abacate (Persea americana Mill. (Lauraceae))
(Margarida) e folhas do nim (Azadirachta indica) (Meliaceae), os quais passaram por
caracterizagdo, comparagdes e investigacado da atividade inseticida sobre ninfas de
pulgdes (B.brassicae/M.persicae) por meio de bioensaios conduzidos em ambiente
laboratorial e campo. Portanto, o estudo foi dividido em dois capitulos, que serao

detalhados na sequéncia:
o Capitulo 1: obteng¢ao dos biocompostos

(i) Pré Preparo e Caracterizagdo da biomassa (Etapa 1): Foi iniciada com o pré-
tratamento e caracterizacdo dos constituintes da biomassa da semente de abacate
por meio de analises imediatas, em seguida utilizando a técnica de espectrometria FT-
IR obteve-se os espectros e por meio destes foram comparados os grupos funcionais

constituintes das biomassas da semente de abacate e da folha do nim.
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(i) Obtencdo dos biocompostos e calculo de rendimento (Etapa 2): Aplicou-se
a técnica de liquefagcdo as biomassas (abacate e nim), e calculou o rendimento do
processo somente para a biomassa da semente de abacate.

(iii) Comparacao espectral dos biocompostos obtidos (Etapa 3): Comparou-se
os grupos funcionais dos espectros dos biocompostos obtidos a partir da biomassa da
semente de abacate com os constituintes estruturais de algumas moléculas de mesma
origem, indicadas como responsaveis por alguma atividade inseticida citada em
literatura. Ainda nesta etapa comparou os grupos funcionais dos espectros dos
biocompostos obtidos a partir da biomassa da folha do nim com os grupos funcionais
observados no produto formulado indicado para o controle de inseto-pragas também
a base do nim (Azamax®).

(iv) Determinagao da viscosidade dos biocompostos (Etapa 4): Analisou-se a
viscosidade do biocomposto que apresentou maior rendimento no processo de
liquefagdo e comparou o resultado com o solvente de partida (glicerina P.A).

(v) Determinagao de potencial hidrogeniénico (Etapa 5): Investigou e comparou
o potencial hidrogeniénico (pH) do biocomposto que apresentou maior rendimento no
processo de liquefagdo com o produto comercial formulado a base do nim (Azamax®),

variando as diluigdes (10x; 50x e 100x) em agua destilada.
o Capitulo 2: investigagao do potencial inseticida

(vi) Bioensaio preliminar e selegdo do biocomposto mais promissor (Etapa 6):
Investigou-se a capacidade da técnica em extrair e concentrar componentes bioativos
da biomassa (abacate e nim). Para isso foram realizados bioensaios primarios com
objetivo de observar alguma atividade inseticida sobre pulgdes (B. brassicae/M.
persicae). Ainda nesta etapa, mediante a observacado dos resultados selecionou o
biocomposto mais promissor obtido da biomassa da semente de abacate para
continuidade nos bioensaios.

(vii) Determinagao da curva dose-resposta (Etapa 7): Determinou-se por meio
de bioensaios a DLso e DLgo do biocomposto mais promissor obtido da biomassa da
semente de abacate.

(viii) Bioensaio do efeito de repeléncia causado pela DLgo (Etapa 8): Explorou-
se o efeito de repeléncia por meio da analise comportamental de escolha/preferéncia
por parte dos pulgdes (B. brassicae/M.persicae), quando expostos a DLeo do
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biocomposto mais promissor e controle, em placa de petri. Do mesmo modo, o
bioensaio foi realizado utilizando a dose de campo do Azamax® (produto formulado a
base do nim) com intuito de comparacgéao do efeito.

(ix) Bioensaio de campo (Etapa 9): Avaliou-se a eficacia da DLoo do
biocomposto mais promissor em bioensaio de campo contra pulgdes, em plantio de

couve do grupo manteiga.
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2. CAPITULOS
2.1. Capitulo 1 — Sintese de biocomposto a partir de sementes de abacate

Resumo

Atividades agroindustriais geram os mais variados tipos de residuos lignoceluldsicos,
muitas vezes com grande potencial a ser explorado. A semente de abacate € um
destes residuos com potencial bioativo a ser explorado levando em consideragéo o
aprimoramento e desenvolvimento de técnicas que permitam maior aproveitamento,
rendimento e valorizagao do residuo. Neste contexto o conceito de biorrefinaria surge
como uma alternativa interessante para transformacdo de residuos em novos
produtos, podendo destacar o tratamento termoquimico aplicando a tecnologia de
liquefacdo. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi explorar a eficacia do processo
de liquefacéo na obtengao de biocompostos a partir da semente de abacate (Persea
americana Mill. (Lauraceae)) (Margarida). Para isso a biomassa foi previamente
desidratada, pulverizada e caracterizada. Na sequéncia os biocompostos foram
obtidos por meio da liquefacao da biomassa, explorando combinagdes de propor¢des
entre solvente/biomassa que variaram de 2:1, 3:1 e 5:1 m/m, e o tempo variando entre
30, 60 e 90 minutos, a temperatura e presséo constante (120 +2°C e 1,98 + 0,2 atm)
em autoclave. Os rendimentos obtidos variaram entre 38 a 60% m/m, mediante
comparagdes com achados da literatura cerca de 10% m/m, pode-se inferir que o
processo se mostrou eficiente no que tange o aproveitamento da biomassa. Os
valores de p<0,05 demonstraram que ambos os fatores (proporg¢ao x tempo) podem
ser responsaveis pelo rendimento observado mesmo quando analisados separados
ou combinados. O teste de médias apontou o biocomposto (AAA) que experimentou
a combinacgao de 2:1/30 (solvente/biomassa/tempo) como o que apresentou maior
rendimento (60,3 £ 0,9 % m/m), o qual apresentou viscosidade de 116 mPa e pH 5,01
nao exibindo variagdes significativas quando submetido a diluigbes. Por meio de
espectroscopia FT-IR podemos inferir que os constituintes do biocomposto possui
grupos funcionais similares a estruturas de moléculas como: as acetogeninas, furanos
e compostos fendlicos, que também foram detectadas em extratos preparados a partir
da semente de abacate, utilizando outras técnicas analiticas como HPLC e RMN H,
investigadas em outros estudos, as quais foram atribuidas alguma atividade inseticida.

Ainda investigando a eficiéncia da técnica de liquefagao, ao preparar biocompostos a
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partir da biomassa do nim observando as combinag¢des anteriores utilizadas,
comparou suas digitais espectrais com a do Azamax® inseticida comercial formulado
a base do nim. Os resultados revelaram que os grupos funcionais ndo se
sobrepuseram. Por outro lado, o processo de liquefagao foi eficaz em liquefazer a
biomassa da semente de abacate, o que sinaliza possivel presenga de constituintes
bioativos nos biocompostos investigados. Entretanto novas pesquisas sao
necessarias para avaliar a(s) molécula(s) constituintes, a fim de maximizagéo do

processo.

2.1.1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas o mercado consumidor vem exigindo produtos cuja
producao agricola esteja pautada em valores de sustentabilidade. Sendo assim, surge
a necessidade de exploragao efetiva de toda cadeia produtiva, inclusive o potencial
dos residuos gerados (BARRET et al., 2005; ISMAN, 2006; BAKKALI et al., 2008;
CARVALHO, 2020).

Nesta vertente a producdo e consumo do abacate Persea americana Mill.
(Lauraceae) e seus derivados € crescente no mundo. Em 2019, no Brasil foi produzido
cerca 242.932 toneladas, sendo a variedade Margarida uma das mais consumidas.
Geralmente sao destinados ao consumo da polpa in natura, e de seus Oleos a
fabricagcao de cosméticos e derivados. Estima-se que deste montante cerca de 16 %
m/m do peso bruto é representado pelas cascas e sementes, e apesar de pesquisas
sinalizarem o potencial de exploracdo de moléculas bioativas de interesse diversos,
podendo ser considerada uma biomassa potencial, por vezes sao descartadas como
residuos (MOUCO et al. 2012; CARVALHO, 2020; IBGE 2020).

Na literatura observam-se diversos estudos que relatam a presenga de
compostos bioativos em produtos derivados do abacate oriundos das casca, polpa e
sementes, destacando efeitos fitoterapicos, nutricionais, medicinais na saude
humana, e atividade inseticida (NEEMAM et al. 1970; STEIN & KINGAUF 1990;
RODRIGUEZ-SAONA et al.1998; ABE et al. 2005; LEITE et al. 2009; CHIA & DIKES
2010; SANTA-CECILIA et al. 2010; CARVALHO 2011; JIMENEZ-ARELLANES et al.
2013; ADESINA et al. 2016; CARDOSO et al. 2017; CARVALHO et al. 2020).
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Levando em consideracao a exploracao e valorizagao de compostos bioativos
derivados da casca, folhas e sementes, o nim (Azadirachta indica A. Juss)
pertencente a Familia Meliaceae, vem se destacando em pesquisa no que se refere o
segmento agricola explorando sua atividade inseticida, devido a presenga de
constituintes como azadiractina um imunossupressor, que pode interferir no
comportamento alimentar, no desenvolvimento e reproducédo de muitos insetos, além
de apresentarem baixa toxicidade a mamiferos (SCHMUTTERER, 1990, MARTINEZ
& VAN EMDEN, 2001). Tais caracteristicas fomentam o mercado de defensivos
agricolas e varias formulagdes derivadas do nim como o Azamax® comercializado no
Brasil indicado para controle de insetos-praga tem chamado atengdo (MARTINEZ &
EMDEN, 2001; COX, 2001; BOEKE et al., 2004; ISMAN, 2006).

Nesta perspectiva o conceito de biorrefinaria surge como uma alternativa
interessante para se explorar, aproveitar e valorizar biomassas potenciais como estas,
caracterizadas como lignoceluldsicas, que por meio de diversos processos como 0s
termoquimicos, aplicando a técnica de liquefagao e ainda utilizando um solvente que
atenda os preceitos da quimica verde, pode transforma-las em novos produtos com
perspectiva de mercado (KING, 2010; RODRIGUES et al. 2011; GHATAK, 2011).
Conforme LEITE et al. (2018), o processo de liquefagdo baseia-se em sintetizar novos
produtos a partir dos componentes oriundos da biomassa a temperatura e pressao
controlada, explorando combinagdes de proporcédo entre o solvente/biomassa e o
tempo, mediante a elaboragao do planejamento fatorial destas combinagdes a fim de
maximizacdo do processo, resultando na monomerizagdo do solvente e os
constituintes da biomassa.

DEMIRBAS (2000), enfatizou que a biomassa pode ser liquefeita por meio da
decomposigao de seus constituintes em moléculas menores e instaveis, sendo assim
podem se repolimizarem formando compostos diversos como os 6leos de cadeias
longas. LEITE et al. (2018), aplicaram a técnica de liquefacdo observando o conceito
de quimica verde na exploracdo e valorizagcdo de diferentes biomassas
lignoceluldsicas e obteve biopolidis, onde observaram que os rendimentos podem ser
variaveis de acordo com caracteristicas da biomassa utilizada.

Contudo diante do exposto, a aplicacdo da técnica de liquefagdo observando
os preceitos da quimica verde, levando em conta a possibilidade de aumentar

rendimentos em aproveitamento da biomassa de semente de abacate e extracdo de
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constituintes bioativos se torna interessante. Levando em consideracdo estudos
anteriores como o trabalho apresentado por CARVALHO et al. (2020), que obtiveram
rendimentos em torno de 10 % m/m ao prepararem extratos a partir da semente de
abacate utilizando solventes como agua, etanol, hexano, diclometano, acetato de etila
e solugao hidroalcoolica, e observaram atividade inseticida frente a Bemisia tabaci
(GENNADIUS, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) inseto-praga.

Ressalta-se que até o momento, ndo foram localizados na literatura, estudos
investigando a eficacia da técnica de liquefacdo da biomassa da semente abacate e
nim, nem mesmo do seu rendimento. Também ndo ha relatos acerca da
caracterizagdo e comparagao das digitais espectrais dos principais grupos funcionais
constituintes destas biomassas e biocompostos, por meio de espectroscopia FT-IR,
com foco na bioatividade ja reconhecida anteriormente de compostos derivados da
semente de abacate.

Sendo assim neste Capitulo 1 sementes de abacate foram coletadas, processadas e
caracterizadas, na sequéncia realizou a interpretagcao dos resultados e comparou suas
digitais espectrais com a biomassa do nim, para elaboragao do planejamento fatorial
a ser seguido para obtencéo dos biocompostos mediante processo de liquefagcdo. Na
sequéncia, investigou-se a eficacia do processo de liquefagdo na obtencédo de
biocompostos a partir da semente do abacate (Persea americana Mill. (Lauraceae))
(Margarida) e folhas do nim (Meliaceae), posteriormente determinou o rendimento do
processo para a biomassa da semente de abacate, e separou o biocomposto que
apresentou maior rendimento para analises de viscosidade e pH. Ainda comparou as
digitais espectrais dos biocompostos com objetivo de identificar grupos funcionais
similares a perfis de moléculas apontadas na literatura como responsaveis por alguma

atividade inseticida observada.
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2.1.2. MATERIAL E METODOS

2.1.2.1. Obtengao das sementes de abacate

As amostras de abacate foram coletadas de abacateiro da cultivar Margarida
no periodo de safra entre margo e maio de 2021, no setor de Olericultura da UFV
Campus Florestal (Lat. 19° 562’ 25” S, Long. 44° 25 02”) situado no municipio de
Florestal — MG.

Ap6s o amadurecimento dos frutos, as sementes foram retiradas e
armazenadas em freezer a uma temperatura de -4 °C, a fim de manter sua integridade
e disponibilidade durante todo periodo do estudo. Posteriormente as sementes (cerca
de 5,00 kg) foram cortadas em seis partes iguais e submetidas ao processo de
desidratacao utilizando uma estufa de recirculacdo (TECNAL TE 394/3) por 10 dias a
temperatura de 75 °C, a fim de secar a amostras € manter a integridade dos
componentes com baixa cadeia carbdnica que podem degradar a temperaturas
proximas a 100 °C e consequentemente, a determinagao da umidade da biomassa.

Para o calculo de percentagem de desidratagéo foram separados 429,32 g das
sementes de abacate pesado em balanga semi-analitica (BEL MARK S 2202). Apos
as amostras permanecerem na estufa por cerca de 10 dias, quando foi observado
peso constante em trés medicdes consecutivas em intervalos de 12 h, restando a base
seca (BS). Por fim, em posse destes dados foi possivel calcular a percentagem de

desidratacdo da semente de abacate utilizando a Equagao 1.

) . Massa inicial — Massa final (Eq.1)
% de desidratacio = Vassa inicial x 100

Posteriormente a amostra total foi pulverizada a granulometria de 0,5 mm
(biomassa), utilizando um moinho de facas (TIPO WILLYE — TE650), em seguida foi
identificada, caracterizada, armazenada onde permaneceu até ser utilizada no

processo de liquefacao.
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Figura 1: Sequéncia para obtencao do pulverizado da semente de abacate

A. Retirada das sementes; B. Cortes nas sementes; C. Sementes cortadas; D. Fracdo separada e
aferida para calculo de desidratagao; E. Sementes em processo de desidratagao; F. Afericao final apos

desidratacdo; G. Moinho de facas utilizado; H. Sementes de abacate pulverizada

2.1.2.2. Caracterizagao das sementes
Andlises imediatas

. Percentual de Umidade Intrinseca

Ap6s a biomassa da semente de abacate ter passado pelo processo de
desidratacao e posteriormente pulverizada em moinho de facas procedeu-se com as
analises imediatas. O processo iniciou-se com a separacdo de 8 cadinhos de
porcelana, que passaram por processo de limpeza, secagem em estufa (ETHIK
TECHNOLOGY 402-5D) a 105 °C por 1h, e foram transferidos para o dessecador onde
permaneceram até que restaurassem a temperatura ambiente (25 °C). Nesta etapa, a
partir da amostra desidratada e pulverizada, separou-se 8 amostras (biomassa da
semente de abacate) contendo aproximadamente 1,0000 g que foram submetidos a
identificacdo e pesagem e transferidas para os cadinhos (BALANCA ANALITICA
SHIMADZU AU220). Foram anotados os valores correspondentes e em seguida
levadas para estufa a 105 °C onde permaneceram por 1h. Apds, foram transferidos
para o dessecador até restauragcdo da temperatura ambiente, e por fim foram
submetidos a nova pesagem individual.

Em posse destes dados foi possivel calcular o Percentual de Umidade
Intrinseca contida em 1,0000 g de amostra volatizada a 105 °C em 1h, utilizando a
equagao 2 abaixo, conforme adaptagdo da metodologia analitica em atmosfera
controlada (ASTM E 1756 - 08).
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Min — (Mfi— Mca)
Min *

100 (Eq. 2)

% de umidade =

Onde: i) Mca: Massa do cadinho de porcelana; ii) Min: Massa inicial da

biomassa; iii) Mfi: Massa final (apos).

Apo6s o calculo individual de percentagens das 8 amostras que pode ser
observado (Apéndice C), foi realizado a média entre os resultados obtidos para maior

abrangéncia e representatividade amostral.

. Percentual de Matéria Volatil

Foram separadas 8 aliquotas do pulverizado das sementes de abacate,
contendo aproximadamente 1,0000 g, e acondicionou-se a cadinhos de porcelana
previamente preparados conforme procedimento anteriormente citado (item 1.2.2 a)
... preparagao dos cadinhos), seguindo para mufla (FORNITEC 10x12x15) a 750 °C
por 7 minutos. O processo ocorreu quando a fracdo volatil contida na biomassa foi
degradada sobrando no cadinho compostos inorganicos.

Em posse destes dados foi possivel calcular o Percentual de Matéria Volatil
contida em 1,0000 g de amostra volatizada a 750 °C em 7 minutos, utilizando a
Equacédo 3 abaixo, conforme adaptagdo da metodologia analitica em atmosfera
controlada (ASTM D5832 - 98).

(Eq. 3)

Min — (Mfi — Mca)
X

100
Min

% Matéria Volatil =

Onde: i) Mca: Massa do cadinho de porcelana; ii) Min: Massa inicial da

biomassa; iii) Mfi: Massa final (apos).

Apo6s o calculo individual de percentagens das 8 amostras que pode ser
observado (Apéndice D), foi realizado a média entre os resultados obtidos para maior

abrangéncia e representatividade amostral.

. Percentual de Cinzas

Para o calculo de percentual de cinzas, 8 cadinhos foram preparados e

separadas 8 aliquotas da biomassa (semente de abacate) conforme descrito
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anteriormente (item 1.2.2 a) ... preparagdo dos cadinhos). As amostras foram
submetidas a degradacéao térmica em mufla a 650 °C por 1h, quando a matéria volatil
da massa foi liberada, em seguida foram transferidas para o dessecador, onde
permaneceram até restauragcdo da temperatura ambiente. Sendo o que sobrou no
cadinho correspondente a cinzas que foram submetidos a nova pesagem individual.

Em posse destes dados foi possivel calcular o Percentual de Cinzas contida
em 1,0000 g de amostra, utilizando a Equacédo 4 abaixo, conforme adaptacédo da
metodologia analitica de degradacao térmica em atmosfera controlada (ASTM D
3174).

Mca + Min) — Mfi .
% de Cinzas = ( (Mca _: Ialin) i x 100 (Ea. 4)

Onde: i) Mca: Massa do cadinho de porcelana; ii) Min: Massa inicial da

biomassa; iii) Mfi: Massa final (apos calcinagao)

Apo6s o calculo individual de percentagens das 8 amostras que pode ser
observado (Apéndice E), foi realizado a média entre os resultados obtidos para maior

abrangéncia e representatividade amostral.

e Percentual de Carbono Fixo

A percentagem de carbono fixo (FC) foi calculada, de forma indireta, a partir da
soma das médias de percentagens de Unidade, Cinzas e Matéria Volatil obtidas
anteriormente, subtraido de 100%, explorando a Equacdo 5 abaixo, conforme
adaptacao da metodologia analitica de degradacao térmica em atmosfera controlada
(ASTM D 3174).

% de Carbono Fixo = 100 % — (% Umidade + %Cinza + % Matéria Volatil)  (Eq. 5)

o Caracterizagao via espectroscopia FT-IR

Nesta etapa investigou-se o0s possiveis e principais grupos funcionais
constituintes das amostras (biomassas) de semente de abacate e folhas do nim, esta

ultima adquirida do mercado on-line, fornecido pela empresa SKYRUNBR (Marca: P6
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de neem), oriunda de folhas desidratadas da arvore do nim (Azadirachta indica),
também submetido a pulverizagdo a granulometria de 0,5 mm, com objetivo
padronizagao fisica das biomassas e comparagdes. Para isso uma pequena aliquota
da amostra do pulverizado (biomassas) de ambos foram submetidas a analise de
varredura e caracterizagao dos grupos funcionais constituintes, obtidos a partir de um
espectrémetro Perkin EImer Frontier FTIR com acessorio ATR.

O procedimento baseou-se na limpeza do equipamento com Acetona P.A,
calibrac&o e adi¢ao do disco com concavidade indicado para analises de amostras no
estado solido. Em seguida com auxilio de espatula adicionou a amostra na
concavidade da superficie do disco onde fica posicionado o cristal de ATR (germanio).
Posteriormente com auxilio de uma ponteira ajustada perfeitamente ao céncavo do
disco, comprimiu-se a amostra até calibracdo de 100 “Force Gouge”, e obteve-se as
digitais espectrais de cada amostra, que é unica para cada composto quimico. O
procedimento se repetiu entre analises (limpeza, calibragdo, adigdo de amostras e
arquivamento de dados).

As digitais espectrais obtidas revelaram os principais grupos funcionais
constituinte de cada amostra impressas em bandas variando de 4000 a 500 cm-’
(Transmitancia), que sugeriram a presenga de determinados compostos quimicos na
amostra. Sendo assim os resultados de ambas amostras foram comparados a fim de
deteccao de similaridades, e contribuiram para elaboragdo do Planejamento fatorial
utilizado no processo de liquefacdo das biomassas. Os espectros foram tratados pelo
software Perkim Elmer Spectrum V10.03.06.0100 e ajustados em Microsoft Excel. As
atribuicbes das bandas observadas nos espectros, foram analisadas conforme
BARBOSA, 2007.

2.1.2.3. Liquefacao

O processo de liquefagéo foi realizado em Autoclave (LEE et al., 2016) em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) contendo 9 tratamentos a partir da
biomassa da semente de abacate, 0o mesmo (9) para biomassa da folha do nim. Cada
tratamento foi submetido a 6 repeticdes representado por um Erlenmeyer.

Para padronizagao experimental e adaptagao, o vaso reacional utilizado no
processo foi o Erlenmeyer 125 mL, que passou pelo processo de limpeza, secagem,

identificacao e aferigao do peso inicial (tara) (balanga analitica Shimadzu AU220), em
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seguida cada um recebeu aproximadamente entre 10,00 a 25,00 g de solvente,
Glicerina P.A. 99,5% (ALPHATEC). A variagdo da massa do solvente obedece ao

planejamento fatorial, bem como o tempo reacional apresentado (Tabela 1).

Tabela 1: Planejamento fatorial do processo de liquefagéo

NO

BIOCOMPOSTO REPETIGOES SOLVEN‘,/TO 'ilﬂ?MASSA (MT.E'L",'}’SS)
ATAZAS 6 2:1 30
A'A2B3 6 2:1 60
A'A2C3 6 2:1 90
A'B2A3 6 3:1 30
A'B2B? 6 3:1 60
A'B2C3 6 3:1 90
A'C2A3 6 5:1 30
A'C2B? 6 5:1 60
A'C2C3 6 5:1 90

Legenda: Pulverizado da biomassa de abacate (A'), Proporgdo 2:1 solvente/biomassa (A2?),
Proporgao 3:1 solvente/biomassa (B2), Proporgéo 5:1 solvente/biomassa (C2), Tempo de liquefagéo
30 minutos (A3), Tempo de liquefagdo 60 minutos (B3), Tempo de liquefagdo 90 minutos (C3), *
Glicerina P.A. (99.5 %)

Cada vaso reacional recebeu cerca de 5,00 g de pulverizado de semente de
abacate (biomassa), conforme definido no Planejamento fatorial. Imediatamente com
bastdo de vidro procedeu-se com a homogeneizagédo entre solvente e biomassa, e
logo apos cada vaso reacional foi tampado com folha de aluminio de
aproximadamente 0,2 mm de espessura, a fim de minimizar contaminacdes externas
antes e durante o processo de liquefagao dentro da autoclave.

As amostras foram transferidas para autoclave previamente aquecida, e sem
demora foi lacrada para continuidade do aquecimento até temperatura e presséao final
fixa (120 °C e 1,98 kgf/cm? respectivamente), sendo respeitado o tempo
preestabelecido (Tabela 1).

O tempo de arrefecimento e despressurizagdo da autoclave foi de
aproximadamente 30 minutos, conforme descrito por LEITE et al. (2018). Apds
atingirem a temperatura ambiente cada amostra passou pelo processo de filtragao a
vacuo (TECNAL SCRUBBER TE-132), em papel filtro previamente identificado e
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pesado (UNIFIL QUANTITATIVO C40 (125mm)). Aproximadamente 10,0 mL Alcool
Etilico ABS P.A — ACS (DINAMICA) foi utilizado em cada amostra, para auxiliar na
transferéncia e lavagem de todo produto liquefeito. Assim obteve-se a fragédo sdlida
retida no papel filtro e a fragao liquida no Kitasato (1000 mL).

A fragéo liquida (biocompostos) de cada filtragem passou pelo processo de
evaporagao do solvente (Alcool) em rotaevaporador rotativo a 50° C e press&o de 600
mmhg (IKA RV10 DIGITAL), a fim de assegurar a integridade fisica e quimica dos
biocompostos obtidos no processo. Posteriormente foram armazenados sob abrigo da
luz em tubos falcon de 50 mL devidamente identificados em freezer vertical (CONSUL
210 L) a temperatura variavel de 1 a 5° C, e assim permaneceram até etapas
posteriores (caracterizagao e bioensaios).

No que se refere a fragdo solida de cada filtragem, retida em papel filtro
devidamente identificado e pesado anteriormente, esta foi reunida em vidro de relégio
anteriormente preparados (secos, limpos, identificado e aferidos peso inicial), e
levados para secagem e evaporacdo do solvente (Alcool Etilico) e outros volateis a
temperatura constante de 105 £ 1 ° C em estufa (ETHIK TECHNOLOGY 402-5D),
onde permaneceu por 15 dias, quando foi observado o peso final constante em trés
medi¢cdes consecutivas em intervalos de 12 h. Por fim, passou por pesagem em
balanga analitica (SHIMADZU AU220), e calculou-se o rendimento do processo de
liquefacdo especifico de cada combinagcado anteriormente prevista no Planejamento

fatorial (Apéndice F), conforme sera detalhado na sequéncia.

o Determinacao da eficiéncia da liquefagao

A partir da fragcao sélida residual pds liquefacao, foi possivel calcular a eficiéncia
do processo para cada combinagao especifica prevista (Tabela 1).

Foram utilizadas as massas aferidas, da biomassa antes do processo de
liquefacdo, do papel filtro utilizado em cada respectiva filtragem e de cada vidro de
reldgio que recebeu o papel filtro, e por fim a massa final resultante de cada filtragem,
ap6s secagem em estufa (15 dias a 105 °C). Em posse destes dados foi possivel
calcular a percentagem do rendimento do processo de liquefagdo em aproveitamento
da biomassa de semente de abacate para cada biocomposto (Apéndice F), utilizando

a equacao 6.
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(Eq. 6)

Mbi — (Mfi — (Mvi + Mpa)) .

100
Mbi

% rendimento =

Onde: i) Mbi: Massa da biomassa inicial; ii) Mfi: Massa final (Massa do vidro de
relégio + Massa do papel filtro + Massa da biomassa final); iii) Mvi: Massa do vidro de

reldgio; iv) Mpa: Massa do papel.

Os dados passaram por analise estatistica GLM (Generalized Linear Model)
Binomial 3x3 programa estatistico R 4.0.0 (R Core Team, 2020), e teste de médias
possibilitando apontar qual fator ou combinacdo que influenciou na eficiéncia em
liquefazer a biomassa.

Para determinagado da continuidade dos testes, o parametro de selecao foi o
rendimento da liquefagdo. A partir deste momento o biocomposto obtido a partir da
biomassa da semente de abacate que apresentou maior rendimento foi separado,
comparado e analisado, considerando o parametro de escoamento (viscosidade),

potencial hidrogenidnico e digitais espectrais via FT-IR.

2.1.2.4. Caracterizagao do biocomposto
o Viscosidade

Nesta etapa a partir do biocomposto obtido da biomassa da semente de
abacate que apresentou maior rendimento no processo de liquefagao, realizou-se
analise da sua viscosidade em Viscosimetro Brookfield DV-II a 25°C tomando-se
medidas pelo maior percentual de torque possivel, sempre acima de 10 %, sendo o
resultado analitico aplicado a equacdo 7 para obtencdo do resultado final

(Viscosidade).
n=kxa (Eq. 7)

Onde n € a viscosidade absoluta (mPa.s); k é o coeficiente (valor tabela para o
viscosimetro) e a € a leitura indicada pelo ponteiro (dngulo de deflexao).
Por fim, o resultado foi comparado com o dado do solvente utilizado no

processo de liquefagao (Glicerina P.A).
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o Potencial hidrogenidénico

Podemos considerar nesta etapa que conhecer o potencial hidrogenidnico de
um produto, solugao preparada bem como dos diluentes que serao utilizados para
preparacao das solugdes a serem aplicadas € fundamental.

Sendo assim, a partir do biocomposto obtido da biomassa da semente de
abacate que apresentou maior rendimento no processo de liquefacédo, e do produto
formulado (Azamax®), preparou-se diluigdes (10X, 50X, 100X) em agua destilada. Em
seguida utilizando medidor de pH digital (PHMETRO ALFAKIT AT-355) anteriormente
calibrado com seus respectivos padroes, mediu-se o pH dos produtos e solugdes
preparadas, logo apods os resultados foram comparados e podem ser observados na
Tabela 4.

o Caracterizacao via espectroscopia FT-IR

Neste momento investigou-se os possiveis e principais grupos funcionais
constituintes dos biocompostos, com objetivo de comparagao entre ambos. Para isso,
amostras foram submetidas a analise de varredura e caracterizagdo dos grupos
funcionais constituintes, obtidos a partir de um espectrometro Perkin EImer Frontier
FTIR com acessorio ATR.

As digitais espectrais obtidas revelaram as caracteristicas dos grupos
funcionais constituintes de cada biocomposto impressas em bandas variando de 4000
a 500 cm™ (Transmitancia), que podem sugerir a presenga de determinados
compostos quimicos na amostra. Sendo assim os resultados de ambas amostras
foram comparados a fim de deteccédo de similaridades de grupos constituintes, aos
quais foram comparados com perfis de algumas moléculas relatadas em literatura
como responsaveis por alguma bioatividade observada. Os espectros foram tratados
pelo software Perkim Elmer Spectrum V10.03.06.0100 e ajustados em Microsoft
Excel. As atribuicbes das bandas observadas nos espectros, foram analisadas
conforme BARBOSA, 2007.

Contudo, observando o mesmo Planeamento fatorial (Tabela 1) elaborado para
producao dos biocompostos oriundos da biomassa da semente do abacate, foram
produzidos biocompostos a partir da biomassa da folha do nim para efeito de
comparagdes. Para isso, foram adquiridas do mercado, p6é de folhas desidratadas

oriundas da arvore do nim (SKYRUNBR (Marca: P6 de neem)), com intuito de



37

investigar se a técnica de liquefacdo adotada, bem como as combinagdes
estabelecidas para biomassa de semente de abacate seria capaz de liquefazer da
biomassa da folha do nim e sintetizar compostos bioativos, ja reconhecidos
anteriormente no que tange aplicacdo de outras técnicas como extragdo e
formulagcbes comerciais a partir do nim. Para isso os grupos funcionais de ambos
foram comparados.

Ainda nesta etapa foi adquirido do mercado local um inseticida formulado a
base do nim (Azamax®), recomendado para controle de pragas agricolas.
Posteriormente também foi submetido a mesma analise citada acima, com intuito de
obtencdo das suas digitais espectrais, para posteriores comparagdes com o0s
biocompostos sintetizados a partir da bioamassa do nim mediante liquefagao, e
atribuicbes a atividade inseticida a ser observada em bioensaios no Capitulo 2.

O fluxograma geral do processo de obtencdo dos biocompostos e demais

etapas relatadas no Capitulo 1 encontra-se no Apéndice B.

2.1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1.3.1. Andlises imediatas — caracterizacao da biomassa

Liquefazer uma biomassa e obter a partir desta um novo produto € dependente
da sua composicao quimica e das suas caracteristicas fisicas. Conforme LEITE et al.
(2018), conhecer o teor de material volatil e fixos (carbono) contidos na biomassa pode
ajudar a tracar a probabilidade de se encontrar no produto resultante da liquefacao a
120°C, composto aromaticos como pectinas, flavondides, dentre outros (DEMIRBAS,
2000; RAFIQUL et al. 2000).

Sendo assim estao listados na Tabela 2 os resultados das analises imediatas
que foram realizadas na biomassa (semente de abacate e pulverizado de semente de
abacate), a fim de tragar o seu perfil.

No que se refere ao preparo inicial das sementes de abacate, vale destacar a
eficiéncia do processo de desidratagcao adotado que alcangou, cerca de 70 % m/m na
reducdo da massa inicial, o que possibilitou melhor desempenho da etapa seguinte

(pulverizacéo).
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Observando o resultado correspondente a percentagem de matéria volatil
(Tabela 2), cerca de 87 % contida na biomassa de semente de abacate, podemos
inferir conforme LEITE et al. (2018) que estas podem ser liquefeitas no processo e
serem parte constituinte do produto final (biocomposto). Por outro lado, a parte nédo
liquefeita correspondente a cinzas, que pode também ser chamada de compostos
inorganicos representaram apenas 2,42 + 0,34 % m/m, fato este que vem colaborar
com a viabilidade da técnica de liquefagao para obtencao de biocompostos a partir de
sementes de abacate, pois conforme BRIONES et al. (2011) caso fossem obtidos
numeros elevados do teor de cinzas o rendimento do processo poderia ser
comprometido.

No que diz respeito ao carbono fixo o valor de 3,80 % m/m (Tabela 2), pode ser
interpretado segundo LEITE et al. (2018), como a presenga de compostos organicos

de cadeia longa, como a celulose.
2.1.3.2. Caracterizacao via espectroscopia FT-IR da biomassa

Os espectros FT-IR das biomassas de semente de abacate e de nim,
demonstraram similaridade em alguns grupos funcionais analisados na variagao das
bandas de 4000 a 500 cm-! (Transmitancia) (Figura 2). Podemos destacar a presenca
em comum da banda de absorgdo de 3296 cm™ atribuida ao grupo OH, que sio
bandas caracteristicas de fenol, alcool e acido carboxilico. No entanto, observando o
formato da banda configurado como sino, instrui a interpretacdo da presenga de
alcodis e fenodis que pode ser ressaltada com a observagao das bandas de obsorgao
atribuida ao estiramento da ligagdo C-O observada na regido de 1250-1000 cm-’
(BARBOSA,2007).

Os estiramentos observados em 2922 e 2856 cm™' podem ser atribuidos a
presencga de grupos CH, CHz e CHs provavelmente devido a presenga de compostos
que possuem cadeia alifaticas (alcanos, grupo alquila, acido graxo, etc.) (BARBOSA,
2007; IBRAIM, 2006).

As bandas de estiramento entre 1440 e 1239 cm™' podemos atribuir a ligagées
C-OH caracteristica de fendis (BOERIU, 2004). Também pode ser notado aumento
significativo na intensidade da vibragdo do estiramento entre 1029 e 1007 cm™’
atribuidas a presencga de ligagdes C-O, quando comparado as digitais espectrais do

nim e semente de abacate. Esta variagdo de intensidade pode ser atribuida a
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diferenga no momento dipolo das moléculas constituintes, ramificacbes e numero de
ligagdes, por outro lado podemos inferir observando num contexto geral a presenca
de derivados fenolicos (WILLIANS & FLEMING, 1995; BARBOSA, 2007).

2.1.3.3. Eficiéncia do processo de liquefagao

O processo de liquefacdo da semente de abacate se mostrou eficiente para
todas as combinacdes estabelecidas no planejamento fatorial (Tabela 3). O
biocomposto que experimentou combinacdo da propor¢do 2:1 (% m/m)
solvente/massa e tempo reacional de 30 minutos (AAA), apresentou rendimento
meédio de cerca de 60,30 + 0,90 % m/m, provavelmente por ser esta a combinacao
que mais favoreceu as condi¢des testadas de variagdes entre as propor¢des no tempo
suficiente para inibir que compostos fossem desestruturados por quebra das ligagdes,
por precipitacdo ou fossem volatilizados.

Resultados similares foram apresentados por LEITE et al. (2018) ao
liquefazerem biomassas diferentes obteve rendimentos superiores a 90 % m/m, mas
utilizaram catalisador (Acido Sulftrico) e glicerol recuperado como solvente. Apesar
dos rendimentos atrativos em aproveitamento das biomassas o uso deste tipo de
catalisador pode ser um contraponto devido a sua toxicidade, principalmente se
levarmos em consideracdo o propodsito final de uso do biocomposto, como por
exemplo um bioinseticida. Portanto neste trabalho optou-se por ndo usar nenhum tipo
de catalisador e como solvente a glicerina P.A, a fim de manter a integridade, pureza
do produto final e minimizar custos adicionais com possiveis purificacées. Por outro
lado, se levarmos em conta os rendimentos de cerca de 10 % m/m apresentados por
CARVALHO et al. (2020) mediante a aplicagdo da técnica de extragao utilizando
solventes como a agua e o etanol, podemos inferir que a técnica de liquefagao foi mais
eficaz no que tange o aproveitamento da biomassa da semente de abacate.

Pode-se considerar que o alto rendimento alcancado pelo processo de
liquefacdo de semente de abacate mesmo sem a adi¢gdo do catalisador pode ser
atribuido ao alto teor de matéria volatil e baixo teor de cinzas, determinados
anteriormente nas analises de caracterizagdo da biomassa (BRIONES et al. 2011,
LEITE et al. 2018).

A investigacao do efeito das variaveis (tempo/solvente/biomassa) na eficiéncia

do processo, mostraram que ambos os fatores influenciaram na eficiéncia do
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processo, pois apresentaram p < 0,05 de significAncia, mesmo quando analisados
simultaneamente. O teste de médias nos permitiu inferir que a melhor combinacao
entre proporcdo x tempo, foi a do biocomposto AAA que experimentou 2:1/30,

conforme pode ser observado na Figura 3.
2.1.3.4. caracterizagao via FT-IR e comparagoes dos biocompostos
o Biocomposto AAA (2:1/30) x bimassa da semente de abacate x glicerina

Comparando os espectros do biocomposto AAA (2:1/30) e reagentes de partida
(pulverizado de semente de abacate e glicerina P.A.), notamos que as bandas de
absorc¢ao dos grupos funcionais constituintes de cada produto, n&o se sobrepuseram,
0 que sugere, que um novo produto foi formado (Figura 4). Observando os principais
grupos funcionais que constituem o biocomposto AAA, podemos destacar a banda em
formato de sino de 3395,3 cm™ referente ao grupo OH, que pode ser atribuida a
presenca de derivados de alcoois, fendis e outros compostos que contenham o grupo.
E em 1704 cm™ podemos atribuir aos estiramentos das ligagbes C=0 e C=C,
caracteristico de acido carboxilico. Por fim observando as bandas de absor¢ao em
1366,2 cm™, 1228,2 cm™ e 1050 cm-! provavelmente sdo resultantes de vibragbes das
ligagdes C-O e C-O-H, que contribuem para inferir a presencga de alcoois no composto
com insaturagao no carbono a (BARBOSA, 2007).

o Biocomposto AAA x demais biocompostos ambos obtidos da biomassa

da semente de abacate

Analisando o espectro do biocomposto AAA (2:1/30) o que apresentou maior
rendimento frente aos demais biocompostos (Figura 5). Sendo tomando por base o
tragcado em negrito referente ao espectro do biocomposto AAA, nota-se que os grupos
funcionais dos demais biocompostos se sobrepuseram, mas este apresentou maior
intensidade em algumas bandas de absorgao (ex. C=0). Conforme BARBOSA (2007),
tal intensidade pode ser atribuida a diferenga entre 0 momento dipolo causado pelas
ligagdes, ou seja, quanto maior a ramificagdes maior diferenga entre 0 momento dipolo
€ mais intensa é a vibracao observado no espectro. Baseado nesse critério € possivel
sugerir que o maior rendimento observado na producgao do biopoliol AAA, pode estar
associado a presenca de compostos com cadeias mais longas e ramificadas.
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Comparando no geral os respectivos espectros levando em consideragéo os
seus principais grupos funcionais constituintes ja anteriormente relatado suas bandas
de absorg¢ao, podemos inferir a presenca de derivados de alcoois (acetogeninas),
flavondides, furanos e fendis, os quais anteriormente ja foram detectados em
derivados do abacateiro mediante aplicagao de técnicas como: a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN H), em
variados estudos, sendo parte destes reunidos por DING et al. (2007), onde
apresentou possiveis estruturas (ver Apéndice A) de moléculas constituintes do
metabalito secundario do abacateiro que apresentaram alguma bioatividade. Este fato
abre perspectiva para o conhecimento destas moléculas e estudos sobre sua
aplicagado a campo no controle de pagras agricolas.

Ressalta-se que apesar da identificagcdo observada na literatura, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar uma técnica de sintese n&o usual para esses fins
para obter um produto oriundo da biomassa de semente de abacate. Nao ocorrendo
a caracterizacdo a nivel de determinagao estrutural molecular dos constituintes dos

biocompostos obtidos.
o Biocompostos obtidos a partir da biomassa do nim x Azamax®

Comparando as digitais espectrais dos biocompostos obtidos do nim com
produto formulado Azamax® (derivado do nim), este Ultimo indicado para o controle
de pragas agricolas (Figura 6). Nota-se que ambos ndo apresentaram similaridade
dos grupos funcionais constituintes. A isto podemos atribuir ao estado de pureza do
produto e a presencga de outros constituintes parte da formulagdo do Azamax®, que

podem conferir ao produto maior estabilidade, solubilidade, efetividade no campo, etc.
2.1.3.5. Caracterizagao e comparagoes do biocomposto AAA
o Comparacgao da viscosidade do biocomposto AAA x solvente (glicerina)

Segundo LEITE et al. (2018), uma das evidéncias de que a biomassa foi
liquefeita € a comparagédo do aumento da viscosidade do solvente (glicerina P.A.) e o
produto final (biocomposto). Sendo assim a viscosidade do biocomposto AAA (2:1/30
min) o que apresentou maior rendimento foi de 116,0 mPa. S-'a 30 °C e do solvente
(glicerina P.A.) conforme dados do fabricante 95,0 mPa. S-'a 30 °C. Levando em
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consideragdao que a viscosidade € uma propriedade de transporte dependente da
densidade, os resultados obtidos apontaram que houve alteragcado na viscosidade do
produto quando comparado ao reagente de partida, entdo podemos inferir que as

caracteristicas foram alteradas.

o Comparagoes do pH do biocomposto AAA x Azamax®

Conhecer o potencial hidrogeniénico (pH) do produto, solugéo preparada bem
como dos diluentes que serao utilizados para preparo das solu¢des a serem utilizadas,
pode ser determinante a depender do uso. CUNHA & ALVES (2009), ressaltaram que
cada produto tem uma faixa de pH preferencial de acédo de seus ingredientes ativos,
que possibilita maior desempenho, eficacia, concentragao e escolha da melhor técnica
de aplicagcdo no controle de pragas. Neste contexto vislumbrando o uso do
biocomposto AAA (2:1/30 min) no controle de inseto-praga, o mesmo apresentou
caracter acido 5,01 e pouco variavel mediante as diluicées (10X, 50X e 100X) (Tabela
4) e nao foi observado a presenca de precipitado em todas as diluigdes (Figura 7).

Quando comparamos o pH do produto formulado Azamax® com o biocomposto
AAA, ambos apresentaram variagdes similares frente a diluicées (Tabela 4). Ja no que
refere ao aspecto fisico notado diante das diluigbes, o Azamax® apresentou alteragdo
visual consideravel e pode ser notado mediante observagao da Figura 8, passando do
aspecto inicial oleoso de cor caramelo (puro), para solugéo leitosa, isto provavelmente
devido a presenca de constituintes que atuam para manter sua estabilidade, e outras
funcionalidades desenvolvidas que sdo mantidas em segredo de patente comercial do

produto.
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2.1.3.6. Tabelas

Tabela 2: Analise imediata — Caracterizagao da biomassa da semente de abacate

Pulverizado de Semente de abacate

Parametro (%) (biomassa) (% m/mX)
Desidratacao (10 dias) 70,38
Umidade Intrinseca 6,04 £0,78
Matéria Volatil 87,74 + 2,59
Cinzas 2,42 £ 0,34
Carbono Fixo 3,80

Tabela 3: Rendimento do processo de liquefagdo da semente de abacate e
combinacdes

BIOCOMPOSTOS (num':ro de SOLVENTE'/ BIOMASSA TEMPO RENDIMENTO
repetigdes) RAZAO % (m/m) (MINUTOS) MEDIA Y (%)

A'A’A? 6 2:1 30 60,30 + 0,90
A'A’B? 6 21 60 56,18 £1,95
A'A%C? 6 2:1 90 47,39 + 3,62
A'B%A® 6 3:1 30 50,98 + 6,59
A'B’B?® 6 3:1 60 49,09 + 4,73
A'B?C? 6 3:1 90 48,65 + 6,04
A'C%A? 6 5:1 30 48,60 + 4,11
A'C’B?® 6 5:1 60 40,27 + 3,23
A'C2C? 6 5:1 90 38,34 + 2,59

Legenda: Pulverizado da biomassa de abacate (A", Proporgdo 2:1 solvente/biomassa (A2),
Proporgao 3:1 solvente/biomassa (B?), Proporgdo 5:1 solvente/biomassa (C?), Tempo de liquefagdo
30 minutos (A%), Tempo de liquefagdo 60 minutos (B3), Tempo de liquefagdo 90 minutos (C?), *
Glicerina P.A. (99,5 %)

Tabela 4: Diluigdes e analise do pH do biocomposto AAA e Azamax®

pH pH pH
Amostra pH (dgua/produto) (dgua/produto) (dgua/produto)
(23,0+£0,5°C) (produto) 10X 50X 100X
Biopoliol AAA 5,01 5,03 5,16 5,30

Azamax® 4,86 4,78 5,02 5,28
Agua destilada 6,03 - - -
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2.1.3.7. Figuras

Figura 2: Espectro da biomassa da semente de abacate e biomassa da folha do nim
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Figura 3: Grafico do efeito da propor¢ao x tempo x rendimento
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Obs: (proporg¢des 2:1; 3:1; 5:1(solvente: biomassa da semente abacate (m/m)); 30; 60; 90 (tempo em
minutos) experimentado no processo de liquefagdo; rendimento (%) (percentagem de biomassa liquefeita)
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Figura 4: Comparacao das digitais espectrais dos reagentes de partida e
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Figura 5: Comparacéo dos espectros dos biocompostos da biomassa da semente de

abacate e reagentes de partida
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Figura 6: Comparagéo dos espectros dos biocompostos da biomassa da folha do nim
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Obs: Combinagdes (solvente: biomassa do nim (m/m) / tempo de liquefagdo (minutos)): NAA (2:1/30);
NAB (2:1/60); NAC (2:1/90); NBA (3:1/30); NBB (3:1/60); NBC (3:1/90); NCA (5:1/30); NCB (5:1/60);

NCC (5:1/90).

Figura 7: Comparacao visual das diluigdes do biocomposto AAA ( 2:1/30) (proporgao
(solvente:biomassa (m/m)) / tempo de liquefagdo em minutos e Azamax®
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2.1.4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a técnica de liquefagdo explorada neste trabalho
se mostrou eficaz em liquefazer a biomassa das sementes de abacate, apresentando
como uma alternativa interessante para exploragcdo, valorizacdo e aproveitamento
deste residuo. Em suma, as analises imediatas e o planejamento fatorial elaborado
em observacao destas se mostrou providencial para o rendimento alcangado em
aproveitamento da biomassa. Além disso, as analises imediatas indicaram que a
biomassa da semente de abacate pode ser explorada em processos termoquimicos
como a liquefacao, para sintese de novos produtos como o biocomposto. No entanto,
técnicas como a liquefagdo devem ser avaliadas como um todo, e se necessario
passarem por adaptagdes para torna-la economicamente viavel. Assim, produzir
biocomposto a partir das sementes de abacates, ao invés de descarta-las como
residuos do processamento da fruta, pode ser uma alternativa para prospeccao de
moléculas bioativas a serem exploradas, conforme demonstrado para o biocomposto
AAA. Sendo assim, os resultados demonstraram a continuidade da exploragdo da
atividade inseticida do biocomposto AAA, para o controle de pragas, e identificacao
dos seus constituintes, aplicando as mais variadas técnicas analiticas como
espectrometria de massa, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ressonancia

magnética nuclear de prétons (RMN H) e outras.
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2.2. Capitulo 2 — Atividade inseticida do biocomposto de semente de abacate

sobre pulgoées

Resumo

O cultivo das brassicas, como couve-de-folha, desempenha um papel importante no
mercado hortigranjeiro brasileiro. Dentre as pragas que causam danos a esta cultura
merece destaque os afideos, Brevicoryne brassicae (Linnaeus) e Myzus persicae
(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae). Tanto o publico consumidor quanto liderangas
governamentais tem clamado pela busca de alternativas mais sustentaveis para o
manejo de pragas na agricultura, de forma a garantir alta produtividade, menos
residuos no alimento e menor contaminagao do ambiente. Neste contexto, inseticidas
derivados de plantas (botanicos) vém recebendo atencdo do meio cientifico por
apresentarem caracteristicas como boa eficacia, biodegradabilidade, seletividade e
baixa toxicidade a mamiferos. Neste capitulo 2 foi avaliado a atividade inseticida de
biocompostos sobre pulgbes da couve (B.brassicae/M.persicae). Os resultados
demonstraram que todos os biocompostos sintetizados mediante a exploragdo da
técnica de liquefacao a partir da biomassa da semente de abacate ou folhas do nim,
causaram efeito letal variando de 13-48% a ninfas de primeiro/segundo instares de
pulgdes na dose de 15 % m/m, observado no intervalo de 24 e 48 h. Dentre estes, o
mais efetivo contra as ninfas foi o biocomposto AAA (2:1/30 min) sintetizado a partir
da biomassa da semente de abacate, sendo assim a partir deste determinou a DLso
(64 mg/mL) e DLgo (429 mg/mL) (p<0,001). A DLgo do biocomposto AAA (2:1/30 min)
causou repeléncia a ninfas de pulgdes e se mostrou mais efetiva do que o Azamax®
(produto formulado a base do nim) em sua dose campo. O bioensaio de campo
demonstrou que o Azamax® e a DLgo do biocomposto AAA (2:1/30 min) foram capazes
de reduzir as populagdes dos pulgdes em cultivo de couve do grupo manteiga no
periodo de outubro a novembro, em condi¢des tropicais. Contudo a exploracdo da
biomassa da semente de abacate por meio da aplicacdo da técnica de liquefacéo,
pode ser promissora para obtencdo de compostos bioativos. Neste contexto, o
potencial inseticida de produtos sintetizados como o biocomposto, pode ser uma
alternativa interessante a ser explorada para o controle alternativo de pragas
agricolas, podendo se tornar uma ferramenta adicional ao Manejo Integrado de
Pragas (MIP).
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2.2.1. INTRODUGAO

O cultivo das brassicas desempenha papel importante no mercado brasileiro,
por possuir caracteristicas tais como alto valor nutricional, rapido retorno financeiro, e
baixo custo de producao (FILGUEIRA, 2000). Dentre as brassicas mais consumidas
estdo o repolho (Brassica oleracea var.capitata L.), couve-flor (Brassica oleracea
var.brotrytis), brocolis (Brassica oleracea var. italica) e a couve-de-folha (Brassica
oleracea var. acephala). Tais brassicas podem ser cultivadas por grandes e pequenos
produtores em regides proximas as zonas de consumo(ex., grandes centros urbanos)
(SILVA et al. 2011; ARAGAO et al. 2013).

No que tange o cultivo da couve-de-folha (doravante apenas couve) no Brasil,
dados do IBGE (2017) estimaram uma producao anual de 161.986 toneladas, sendo
destacado como maior produtor o estado de Sao Paulo. Apesar do cultivo ocorrer
tipicamente nos periodos de outono e inverno, a couve também tolera condigdes de
altas temperaturas (EMBRAPA 2010). Dentre as pragas que causam danos com maior
frequéncia a esta cultura merecem destaque os afideos/pulgbes, como por exemplo
Brevicoryne barassicae (LINNAEUS, 1758) e Myzus persicae (SULZER, 1776)
(Hemiptera: Aphididae), os quais habitam regides de clima temperado e tropical, (VAN
EMDEN & HARRINGTON, 2007; AHMAD & AKHTAR, 2013).

Em condicées de clima tropical os pulgbes podem se desenvolver mais
rapidamente, diminuindo a duragao da fase ninfal (7 a 8 dias), passando por até 4
fases ninfais antes de chegar a fase adulta; podendo atingir altas infestacbes em um
curto periodo. Durante grande parte do seu ciclo de vida podem reproduzir sem a
participagdo dos machos (i.e. reproducao por partenogénese). Os pulgbes podem
dispersar para outros cultivos/plantas mediante o surgimento de individuos alados,
fato que acontece quando sdao submetidos a condi¢cdes desfavoraveis como alta
densidade populacional, temperatura adversa, dentre outras (LIU & SPARKS JR.,
2001; BLACKMAN & EASTOP, 2007; AHEER et al., 2008; VAN EMDEN, 2013).

As ninfas e adultos de pulgdes possuem aparelho bucal picador-sugador
utilizado para sugar a seiva nos tecidos floematicos, preferencialmente das folhas
jovens das plantas, podendo resultar em perdas significativas (LIU & SPARKS JR.,
2001; VAN EMDEN, 2013). Os pulgdes também excretam uma substancia agucarada
(‘honeydew’) que serve de substrato alimentar para fungos que causam dano a planta,

como a fumagina (Capnodim sp.). Além de tudo, podem transmitir doengas virais,
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como o virus-do-mosaico-do-nabo (SALVADORI et al., 2005; MARINGONI, 2005). As
folhas de couve atacadas pelos pulgdes podem ter seu tamanho reduzido, bem como
amarelecer e encarquilhar; o que afeta negativamente a sua comercializagdo. O
encarquilhamento das folhas pode dificultar o controle, pois os pulgdes se abrigam
nas folhas retorcidas protegendo-os do contato direto com inseticidas (LIU & SPARS
JR., 2001).

O método de controle ainda mais utilizado no combate de pulgdes tem sido o
uso de inseticidas (i.e. controle quimico), principalmente devido a sua rapida agao em
causar a mortalidade desses insetos. No entanto, se utilizados de forma
indiscriminadalirracional os inseticidas podem acarretar danos a saude humana, ao
meio ambiente, aos organismos nao-alvo (ex., polinizadores e inimigos naturais), bem
como contribuirem para a selegcdo de populacdes resistentes (LIU & SPARKS JR,,
2001). Além disso, MELO et al. (2017) comunicaram que a ANVISA em 2009, detectou
alguns residuos de agrotéxicos em amostras de couve coletadas em supermercados
estratégicos de cada estado brasileiro, cujo limite maximo permitido foi ultrapassado,
gerando assim preocupacgoes. De qualquer forma, além do controle quimico, merece
destaque também o controle biolégico de pulgdes, o qual se da principalmente pela
acao de predadores afidofagos (ex. joaninhas, sirfideos, crisopideos, etc) e
parasitoides (ex., Diaeretiella rapae McIntosh), os quais conjuntamente sao
conhecidos como inimigos naturais.

SILVA et al. (2010) destacaram que o Controle Alternativo de Pragas e
Doencgas (CAPD) é promissor, o que tem atraido a atengéo de horticultores. O CAPD
consiste na utilizagdo de meios naturais e alternativos que garantem a produtividade
e qualidade dos produtos, minimizando danos ao meio ambiente e saude. Sendo
assim, o controle biolégico e uso de inseticidas de menor risco ao homem (ex,
reguladores de crescimento, botanicos) vem ganhando mais aten¢do, uma vez que o
mercado consumidor requer cada vez mais alternativas seguras de producdo. Neste
ambito, ISMAN (2006) ressaltou que as plantas podem ser uma alternativa valiosa
para prospecc¢ao de novas moléculas que podem apresentar atividade inseticida. Além
disso, ele destacou o fato que o metabolismo secundario das plantas é responsavel
por sintetizar substancias diversas, mediadas pela interacdo destas com o0 meio
ambiente, e podem ter acgdo inibitoria, defensisa e atrativa de insetos (SAITO &
LUCCHINI, 1998), que merecem, portanto, ser investigadas.
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Dentre os compostos sintetizados no metabolismo secundario das plantas
destacam-se os nitrogenados, fendlicos e terpenos (SAITO & LUCCHINI, 1998). Os
compostos nitrogenados desempenham fung¢des contra herbivoria e agao antifungica
(ex., alcaldides, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos, aminoacidos nao proteicos)
(CASTRO et al. 2005; ZAMORA-NATERA et al. 2008; TAIZ & ZEIGER, 2013; EVERT
& EIRCHORN, 2014). Ja os compostos fendlicos podem desempenhar varias fung¢des
como a protecdo contra raios UV, atragcdo de polinizadores e dispersores de
sementes, alelopatia, e acbdes de efeito inseticida, fungicida, bactericida ou viricida.
Por fim, os terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos (tretra-
nor-triterpenos) podem desempenhar fungdes diversas como anti-herbivoria,
fungicida, bactericida, herbicida, atragdo de polinizadores, dentre outras (CASTRO et
al. 2005; TAIZ & ZEIGER, 2013; EVERT & EIRCHORN, 2014). Neste ambito, os
inseticidas botanicos vém se destacando no meio cientifico, principalmente no que diz
respeito a investigagdo da bioatividade de extratos e 6leos essenciais preparados a
partir de derivados de partes das plantas como raizes, caules, flores, folhas, frutos
e/ou sementes; buscando assim a obtengdo de compostos bioativos que possam ser
utilizados em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (SALERMO et al.
2002). Além de tudo, DAYAN et al. (2009) destacam alguns pontos positivos destes
derivados, incluindo a biodegradabilidade, possibilidade de menor toxicidade ao
homem e obtengdo das moléculas de interesse a partir de recursos renovaveis. Por
fim, RONDELLI et al. (2013) também enfatizam que o baixo custo da matéria prima e
a disponibilidade do material vegetal, tem contribuido para que estudos fossem
realizados, com intuito de comprovar a eficacia desses compostos.

Um dos inseticidas botanicos mais utilizados na agricultura tem sido o 6leo de
nim (azadiractina); derivado da arvore de nim Azadirachta indica A. Juss, Familia
Meliaceae. A azadiractina € um dos principais constituintes das arvores de nim, e tem
chamado atencdo por apresentar atividade inseticida em amplo espectro, alta
seletividade contra seus inimigos naturais, baixa toxicidade a mamiferos e degradacéao
rapida no solo e nas plantas. (JUNIOR, 2003; BOEKE et al., 2004; ISMAN, 2006).
STONE (1992) aponta que os resultados positivos obtidos com os derivados do nim
tem incitado o meio cientifico a prospecgao de novas moléculas a partir de outras
plantas, mas o sucesso no mercado de defensivos agricolas ainda esta condicionado
ao isolamento dos constituintes responsaveis pela bioatividade observada. Em muitos
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paises como no Brasil, inseticidas a base do nim s&o recomendados para controle de
insetos-praga (ex. acaro, mosca-branca, pulgdes, psilideos, tripes, lagartas, mosca-
das-frutas, cochonilhas, gafanhotos, grilos, etc.) em diversas culturas (SOUZA &
VENDRAMIM, 2000; MARTINEZ & EMDEN, 2001; COX, 2002).

Dentre a multitude de espécies de plantas que podem ter atividade inseticida,
merece também destaque as plantas de abacate Persea americana Miller Familia
Lauraceae. Varios estudos tém indicado que o abacateiro pode armazenar
metabdlitos secundarios em células oleiferas (RODRIGUEZ-SAONA et al.2000;
DUKE, 2000; GOBBO-NETO & LOPES, 2007; SOLORZANO & MIRANDA, 2012).
Além disso, outros estudos demonstraram resultados satisfatorios da bioatividade
apresentada pelos extratos e O6leos de folhas, casca, polpas e sementes do
abacateiro. Dentre os efeitos bioativos observados estao os nutricionais na saude
humana, fitoterapicos e atividade inseticida (NEEMAM et al. 1970; STEIN & KINGAUF
1990; RODRIGUEZ-SAONA et al.1998; ABE et al. 2005; LEITE et al. 2009; CHIA &
DIKES 2010; SANTA-CECILIA et al. 2010; CARVALHO, 2011; JIMENEZ-
ARELLANES et al. 2013; ADESINA et al. 2016; CARDOSO et al. 2017; CARVALHO
et al. 2020). Com relagéo a atividade inseticida, CARVALHO et al. (2020) mostraram
que extratos de sementes de abacate (cultivares Breda e Margarida) tém atividade
inseticida satisfatoria para o controle de mosca branca Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae). Estudos como estes contribuem para possibilidade de
valorizacao de residuos do processamento das frutas como a semente do abacate,
sinalizando um potencial de exploracao de seus constituintes bioativos visando um
melhor aproveitamento deste material (BARRET et al. 2005).

Neste Capitulo 2 investigamos a atividade inseticida dos biocompostos (obtidos
durante os experimentos descritos no capitulo 1) sobre pulgbes da couve (B.
brassicae/M. persicae). Para tanto, investigamos em laboratério a mortalidade
causada pelos biocompostos sobre os pulgdes, com o objetivo de determinar o
biocomposto com maior potencial inseticida. Apds determinar o biocomposto mais
promissor, sua eficacia foi comparada com o 6leo de nim (i.e. Azamax®), a nivel de
campo em cultivo de couve no controle de populagéo de pulgdes. Além disso, também
foi avaliado em laboratério o efeito repelente do biocomposto mais promissor para
ninfas de pulgdes. As hipoteses foram: i) os biocompostos possuem constituintes
bioativos capazes de causar efeito letal a ninfas de pulgdes, e este efeito observado
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¢ dependente da dose; ii) a DLgo do biocomposto e a dose de campo do Azamax® séo
eficazes em repelir ninfas de pulgdes; iii) a DLoo do biocomposto é eficaz no controle

de infestagdes de pulgdes na cultura da couve em condi¢gdes de campo.

2.2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.2.1. Criacao de pulgdes para bioensaios

Uma criacdo de pulgdes contendo B. brassicae e M. persicae foi mantida em
casa de vegertagao no setor de Olericultura da UFV Campus Florestal até o término
dos experimentos/bioensaios (setembro 2021 a setembro 2022). Inicialmente vasos
de plastico (2,8 L) receberam uma mistura (4/1 v/v) de terra e substrato (BIOPLANT
GARDEN), e no mesmo instante, foram transferidos para casa de vegetacéao revestida
com polietileno transparente e laterais com sombrite 50 %. Em seguida, os vasos
receberam mudas de couve do grupo manteiga (2-3 por vaso) adquiridas no mercado
local (viveiro milhdo). As plantas foram mantidas separadas da criagédo dos pulgdes
até que tivessem 4-6 pares de folhas completamente expandidas ou com idade
superior a 20 dias, quando entao foram utilizadas para alimentar os pulgdes ou para
conducgao dos experimentos/bioensaios.

Especificamente, apds as plantas atingirem as condi¢des supracitadas, 20
plantas foram selecionadas e transferidas para duas as gaiolas de estrutura de metal
(1,0 x 0,5 x 0,5 m), cobertas com tecido organza, com acesso interior lateral por meio
de um sistema de feixe costurado (Figura 8). As plantas transferidas (10 plantas por
gaiola) foram infestadas inicialmente, com cerca de 1000 pulgdes coletados em
cultivos de couve no setor de olericultura da UFV Campus Florestal. As folhas
infestadas com os pulgdes foram colocadas sobre as plantas advindas da casa de
vegetacdo. E para manutencéo da criacdo até o término do experimento, as plantas
mais velhas infestadas davam lugar a plantas jovens, que recebiam a infestagcédo das
plantas mais velhas, antes de serem descartadas. Vale ressaltar que dentre os
pulgbes coletados foram identificadas duas espécies B. brassicae e o M. persicae,
que sao comuns em plantas de couve do setor. Optou-se por trabalhar com ambas as

espeécies.
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Periodicamente inspe¢des foram realizadas com intuito de prevenir a presenca
de parasitdides, predadores e outros insetos que pudessem interferir na estabilidade

da criagao.

Figura 8: Sequéncia da instalagcédo da criagdo para bioensaios

Obs: A. Casa de vegetacédo; B. Gaiola revestida com organza; C. Mistura (substrato e terra); D. Vasos
com mistura; E. Vasos com mudas transplantadas; F. Plantas de couve prontas para infestagéo; G.

Plantas infestadas com pulgdes dentro da gaiola

2.2.2.2. Bioensaios
2.2.2.2.1. Bioensaios preliminares
Atividade inseticida dos biopolidis sobre pulgoes

O potencial para atividade inseticida dos biocompostos obtidos no processo de
liquefagédo (Capitulo 1, item 1.2.3 Liquefagdo), foi testado sobre pulgdes (B.
brassicae/M.persicae). No total foram testados 18 biocompostos, sendo 9
biocompostos obtidos da biomassa da semente de abacate e 9 da biomassa do nim
(Fornecedor: SKYRUNBR (Marca: P66 de neem)), esta ultima oriunda de folhas
desidratadas da arvore do nim (Azadirachta indica) submetidas a moagem. Cada
biocomposto foi considerado um tratamento, submetido a 10 repeti¢gdes (placa de
petri), onde cada uma recebeu 6 ninfas (primeiro/segundo instar) de pulgdes (B.
brassicae/M. persicae). O desenho experimental seguiu um delineamento
inteiramente ao acaso. Os bioensaios foram realizados em duas etapas, onde (i) foram
testadas as doses preparadas dos biocompostos das sementes do abacate (9
biocompostos), e (ii), as doses preparadas dos biocompostos da biomassa do pé de
nim. Para cada etapa/bioensaio, também foi preparado um tratamento controle (d4gua
+ acetona (1:1 V/V) + adjuvante (0,075mL/100 mL). Para tanto, primeiramente foi
preparada solugéo estoque constituida por agua destilada e acetona (Alphatec PA),

na proporgao de 1:1 V/V, acrescida com (0,075 mL/100 mL) adjuvante (Regulux Plus)
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que tem a finalidade de padronizagao de fixagado das doses nos discos das folhas de
couve (ver abaixo). Logo em seguida foram preparadas as doses de cada
biocomposto, na proporgdo de 15 % m/m em solucdo estoque, aferido em balanca
analitica (ELECTRONIC BALANCE PRT).

Especificamente, as diluigbes foram transferidas para baldes volumétricos (10
mL) devidamente identificados e homogeneizados. Em seguida, as diluigbes foram
colocadas em recipientes plasticos (100 mL) limpos, distintos e previamente
identificados, onde foram mergulhados os discos das folhas de couve. Os discos de
couve foram adquiridos das plantas mantidas na casa de vegetacdo. Para esse fim,
folnas jovens e saudaveis foram recolhidas (inferior a 3 folhas por planta) e
imediatamente levadas para o laboratério em sacos plastico, e colocadas em bancada
limpa, onde realizou-se os cortes dos discos ajustaveis perfeitamente as placas de
petri (35mm x 10mm) que foram utilizadas nos bioensaios. Cada disco de couve foi
mergulhado por 20 segundos nas respectivas doses preparadas anteriormente para
cada biocomposto. Em seguida, os discos foram estendidos em papel filtro para
secagem (10 - 30 minutos). Simultaneamente, as placas de petri passaram por
preparagao para recebimento dos discos, conforme adaptagdo da metodologia IRAC
n°19, que instrui dentre outros a preparacdo de solugdo hidratante (agua
deionizada/agar (1% p/p)). Apds preparacado da solugdo, ainda em temperatura em
torno de 25 a 37 °C, foi transferida para placa de petri identificada respeitando uma
espessura maxima de 4 mm, e no mesmo instante os discos tratados foram colocados
nas placas com a parte abaxial voltada para cima. Logo em seguida, foram soltas 6
ninfas de pulgdes (primeiro/segundo instar) advindos da criagdo sobre cada disco
(placa de petri) com auxilio de pincel de cerdas macias e Microscopio Estereoscopico
(NOVA XTD). No mesmo instante, as placas foram fechadas com filme plastico feltro
transparente e tampa para serem acondicionadas em incubadora tipo BOD com
temperatura ajustada para 25 °C e fotoperiodo 16:8 h.

A mortalidade dos pulgbes em cada tratamento foi avaliada as 24 e 48 h apds
soltura dos pulgdes nas placas. Os dados de mortalidade foram submetidos a analise
GLM (Generalized Linear Model) usando no modelo a distribuicdo binomial. As
analises foram conduzidas de forma separada de acordo com o tipo de biocomposto
(biomassa da semente de abacate ou biomassa do nim) e tempo de avaliagdo da
mortalidade (24 ou 48 h). Comparagdes de médias também foram conduzidas pelo
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meétodo ajustado de Tukey usando o pacote ‘multcomp’. As analises foram conduzidas
no programa estatistico R 4.0.0 (R Core Team, 2020). Considerando os resultados
obtidos, foi selecionado o biocomposto da biomassa da semente de abacate que
apresentou maior mortalidade sobre os pulgdes para ser submetido a mais testes de

eficacia (veja abaixo).
2.2.2.2.2. Determinacgao das doses letais

O objetivo deste bioensaio foi determinar as doses letais de 50% (DLso) e 90%
(DL9o) da mortalidade dos pulgdes. As doses letais de 50% e 90% correspondem
respectivamente a sua capacidade de matar 50% e 90% do numero total de pulgdes
expostos ao tratamento. Para tanto, o biocomposto da biomassa da semente de
abacate selecionado no trabalho anterior (aquele com maior potencial inseticida) foi
testado em bioensaios de mortalidade sob 11 doses distintas de forma a construir uma
curva de dose-resposta. As 11 doses a serem testadas foram estimadas mediante a
aplicagao da seguinte equagéo:
(Eq. 8)

(log sup)- (log inf)
k =
n—1

Onde :
K : intervalo entre as doses
sup : dose superior
inf : dose inferior
n: numero de doses a serem testadas

Calculo das respectivas doses:

D1 =log inf
D2 =k + D1
D3 =k + D2
D11 =k + D10

Mais especificamente, a dose inferior (inf) foi estimada mediante a testes
preliminares como 2 % m/m (2,0g biocomposto/98,0g solucdo estoque) como
responsavel por causar a mortalidade de cerca de 10% das ninfas de pulgdes. Da

mesma forma, a dose superior (sup) foi estimada em 26 % m/m
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(26,0g/biocomposto/74,0g solugédo estoque) como suficiente para causar mortalidade
em cerca de 90% das ninfas, sendo as demais doses extrapoladas mediante a
aplicagao da equacgao.

O desenho experimental adotado foi inteiramente ao acaso, onde cada dose
(tratamento) foi testada 10 vezes. Sendo assim, cada repetigao foi representada por
uma placa de petri (35 mm x 10 mm) que receberam 6 individuos (ninfas de
primeiro/segundo instar de pulgbes) cada. As 11 doses supracitadas foram
preparadas a partir da solugao estoque (agua + acetona (1:1 V/V) + 0,075 mL/100 mL
(adjuvante)) em sua devida propor¢cdo. Em seguida, cada tratamento (dose) foi
transferido para recipiente plastico (100 mL) limpo e identificado, onde recebeu o
mergulho dos discos de folhas de couve (grupo manteiga). O preparo da solugao
estoque e hidratante, diluicdo das doses, aquisicdo das folhas de couve e pulgdes,
cortes dos discos, mergulho nos tratamentos, secagem, preparagcdo das placas,
observagbes e demais procedimentos foram seguidos rigorosamente conforme
metodologia descrita no item 2.2.2 (bioensaios preliminares). Esse preparo mantido
para todas as 11 doses anteriormente determinadas e controle (agua + acetona (1:1
V/V) + adjuvante (0,075mL/100 mL), conforme suas respectivas repeticdes.

Os resultados de mortalidade para cada dose testada foram utilizados para
confeccdo de uma curva dose-resposta, a qual foi utilizada para determinar DLso e DL
9. Especificamente, a confecgdo da curva e determinagdo das doses letais foram
possiveis pela condugao de uma analise de PROBIT usando o pacote ‘ecotox’ (GAMA,

2015). Esta analise foi realizada no programa estatistico R 4.0.0 (R Core Team, 2020).
2.2.2.2.3. Efeito de repeléncia causado pela DL9o e comparagoes

O bioensaio que investiga o efeito de repeléncia foi conduzido em laboratério
sob condicbes similares a metodologia citada anteriormente (item 2.2.2.2.1;
bioensaios preliminares) com relagdo aopreparo da dose, mergulho dos discos,
secagem, placa de petri (solugédo hidratante), acondicionamento da folha na placa,
disposicao e condicdo da BOD. Neste bioensaio avaliou comportamento uma possivel
repeléncia do biocomposto da semente de abacate e do inseticida Azamax aos
pulgdes.

Os discos de couve foram adquiridos de folhas jovens das plantas mantidas na

casa de vegetacao, e posteriormente recortados em semidiscos. Cada placa continha
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dois semidiscos complementares (Figura 9), onde um era tratado com a DLgo do
biocomposto da biomassa de semente de abacate e o outro com seu controle (agua
+ acetona (1/1 v/v) + Adjuvante (0,75 mL/L). Do mesmo modo para efeito de
comparagéo, um lado do semidisco foi tratado com (3,0 mL/L) do Azamax® e o outro
com seu controle (agua + Adjuvante (0,75mL/L) (Figura 11). Os controles, para o
biocomposto do abacate e inseticida do nim, sdo distintos devido a observagéo das
recomendagdes do fabricante do Azamax®. Os semi-discos foram colocados nas

placas com a parte abaxial voltada para cima.

Figura 9: Esquema da disposigéo dos semidiscos (tratamento x controle)

Obs: T1. Semidisco tratado com DLgo do biocomposto AAA (2:1/30 min); C1. Semidisco Controle (agua

+ acetona (1:1 V/V) + adjuvante (0,075 mL/100 mL)); T2. Semidisco tratado com dose de campo do
Azamax®; C2. Semidisco Controle (dgua + adjuvante (0,075 mL/100 mL)

Cada tratamento foi repetido 170 vezes, tanto o biocomposto da biomassa da
semente de abacate quanto para o Azamax®. Cada repetigédo consistiu de uma placa
de petri (35 mm x 10 mm), que recebeu uma ninfa de pulgéo (primeiro/segundo instar),
com auxilio do pincel e microscopico estereoscopico. Metade dos pulgdes foi solta no
lado do semidisco tratado (85) e outra metade no lado correspondente ao controle
(85), com objetivo de minimizar o efeito de influéncia de escolha ao acaso. Cada placa
foi envolvida por plastico filme com pequenos furos feitos com agulha, para evitar a
fuga do pulgéo e facilitar as observagdes, depois foram dispostas de forma aleatéria
na BOD com temperatura ajustada a 25 °C e fotoperiodo 16:8 h.

As observagdes da posicdo em que se encontrava o pulgéo no disco (lado
tratado ou controle) bem como a mortalidade, foram registradas a cada 2 horas
totalizando 6 observagdes em um periodo de 12 horas de exposi¢cdo. Os pulgdes
considerados mortos foram desprezados e ndo entraram na analise estatistica dos

dados do teste de repeléncia.
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Os dados de proporgéo de escolha por cada lado da placa pelos pulgdes foram
submetidos ao Test T do tipo pareado, uma vez que os dados de escolha durante as
12 h de exposicao sdo dependentes. As analises foram conduzidas de forma separada
para cada tratamento/controle (biocomposto/controle ou Azamax®/controle). Todas

as analises foram realizadas no programa estatistico R 4.0.0 (R Core Team 2020).
2.2.2.2.4. Eficacia da DL9o contra pulgées no campo

O experimento de campo foi conduzido no setor de olericultura da UFV Campus
Florestal nos meses de setembro a novembro de 2022. O preparo da area
experimental se deu pelo gradeamento do solo, encanteiramento mecanizado (com
ajuste manual), adubag¢ao com esterco bovino, montagem do sistema de irrigagéao por
gotejamento, cobertura dos canteiros com ‘mulch’ plastico, e transplantio de mudas
de couve (grupo manteiga). As temperaturas médias minimas e maximas registradas
no periodo do experimento foram 17°C e 27°C, respectivamente. O desenho
experimental consistiu de 3 tratamentos e seis repeticdes por tratamento. Os
tratamentos experimentais foram (A) controle negativo (apenas agua), (B) Azamax®
(3,0 mL/L) e (C) biocomposto da biomassa da semente de abacate (DLgo). Cada
repeticéo foi representada por um canteiro (4,0 m x 1,8 m). Cada canteiro recebeu 40
mudas de couve (25/09/2022), dispostas em um espacamento de 40 cm entre linhas
e 40 cm entre plantas dentro de cada linha, totalizando 4 linhas por canteiro com 10
plantas por linha (Figura 12).

Os tratamentos foram preparados com suas respectivas doses observando o
volume do pulverizador (pulverizador JACTO de 3 L). A ordem de aplicagdo dos
tratamentos foi agua (controle), biocomposto (DL0), € apds lavagem do pulverizador,
procedeu para a pulverizagdo do Azamax® (dose de campo). A duragdo da
pulverizagdo em cada planta foi definida até o ponto em que observou a perfeita
cobertura, ou seja, antevendo o escorrimento superficial nas folhas. Em média gastou-
se um volume de 300 mL de solugéo por canteiro (aplicagao sobre todas as plantas).

Apés 30 dias do transplantio das mudas (25/10/2022), foi realizada a primeira
avaliacao da infestagdo natural de pulgdes nas plantas com auxilio de um contador
manual. Para tanto, foram selecionadas 6 plantas das linhas centrais de cada canteiro
nas quais foram contados os numeros de pulgdes, e em seguida foram marcadas com

fitas amarelas para posteriores avaliagdes. No mesmo dia desta avaliagao (6-8 horas
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mais tarde) foi realizada a primeira aplicagdo dos tratamentos nas plantas em seus
respectivos canteiros (i.e. repeticdes) (Figura 10). O horario de aplicagdo dos
tratamentos foi mantido constante para a outra aplicagao posterior (periodo da tarde).
Dois dias apds esta primeira aplicacdo dos tratamentos, as 6 plantas de couve
selecionadas previamente, foram infestadas com 10 pulgbes (primeiro/segundo
instar) advindos da criagdo usando pincel de cerdas macias. Sete dias apos esta
infestacao (03/11/2022), foram coletadas duas plantas centrais de cada canteiro (do
conjunto de plantas marcadas a priori) e levadas para laboratério para contagem dos
pulgbes (analise destrutiva). Esta contagem se deu pela observacédo das folhas de
cada planta sob Microscépio Estereoscopico (NOVA XTD). No mesmo dia
(03/11/2022) apos a coleta das plantas, foi realizada a segunda aplicagdo dos
tratamentos experimentais como descrito acima. Vinte e um dias apos esta segunda
aplicacao (24/11/2022), procedeu com a coleta de mais duas plantas por canteiro e
contagem dos pulgbes em laboratério. Enfim, este experimento de campo teve
exposicao intermitente a precipitagdes pluviométricas (Apéndice G).

Para analise dos dados foram calculados os valores de ‘cumulativos para pulgdes-
dias’ em cada tratamento nas 3 datas de avaliagdo da abundancia de pulgdes (25/10,
03/11, 24/11). O calculo de cumulativo de pulgdes-dias foi realizado seguindo a

seguinte formula:

Yi + Vi
PIEICI AR

Onde D; e Di+1 séo as datas de observagao adjacentes (dias) e Yie Yi+1 séo as
contagens de insetos nesses dias (RUPPEL, 1983). Em seguida os dados foram
subetidos a analise estatistica Modelos Lineares Generalizados (GLM), seguida de
teste de médias (emmeans). As analises foram realizadas no programa estatistico R
4.0.0 (R Core Team 2020).



Figura 10: Desenho esquematico locacional do experimento de campo
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Obs: A. Agua (controle negativo); B. Azamax (dose de campo para cultura); C. DLgo do biocomposto
AAA (2:1/30 min) (biocomposto da biomassa da semente de abacate); Obs: espagamento vertical entre

canteiros (1,40 m)

O fluxograma geral da investigacdo do potencial inseticida realizada no

Capitulo 2 encontra-se no Apéndice H.

2.2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os biocompostos sintetizado da biomassa da semente de abacate
causaram mortalidade significativamente maior do que o tratamento controle,
independentemente do tempo de avaliagao (Figura 11). Para todos os biocompostos
da biomassa da semente de abacate a mortalidade variou entre 15-41% e 23-48 %
para as avaliagdes de 24h e 48h, respectivamente (Figura 11). De qualquer forma, o
biocomposto AAA, que foi produzido na combinacéo de 2:1 m/m (solvente/biomassa)
e tempo de liquefagdo de 30 minutos, causou maior mortalidade de pulgées em 24h e
48h (Figura 11) além de ter alcancado maior rendimento em aproveitamento da
biomassa da semente de abacate no processo de liquefagao (Capitulo 1). Podemos
destacar o desempenho dos biocompostos que experimentaram as mesmas
condi¢cdes de tempo de liquefagdo (30 minutos) (AAA (2:1/30), ABA (3:1/30), ACA
(56:1/30)), os quais apresentaram eficacia similar, principalmente nas primeiras 24h de
exposigao. Estes resultados sugerem que o tempo de 30 minutos pode ter sido mais
favoravel para sintese de compostos bioativos, possibilitando maior mortalidade dos

pulgbes. Em contrapartida os biocompostos que ficaram expostos mais tempo ao

mosl
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aquecimento foram aparentemente menos eficazes na mortalidade dos pulgdes,
sugerindo que o tempo de liquefagdo € importante para sintese de moléculas com
potencial inseticida. Tais moléculars poderiam ser investigadas por meio de técnicas
analiticas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e ressonancia
magnética nuclear de prétons (RMN H), para confirmagao deste resultado.

RODRIGUES-SAONA & TRUMBLE (1998), exploraram os constituintes do
extrato preparado de folhas do abacateiro aplicando a técnica de RMN H e isolaram
avocadofuranos e triglicerideos de trioleina as quais mostraram atividade inseticida
sobre larvas de Spodoptera exigua (HUBNER) (Lepidoptera: Noctuidade). Além disso,
eles ressaltaram que tais moléculas podem ter sido biossintetizadas através do
metabolismo secundario da planta, e que podem atuar no sistema de defesa contra o
ataque de pragas diversas, podendo estar armazenadas em células oleiferas
idioblasticas encontradas em diversas partes da planta, inclusive na folhas, frutos e
sementes. Semelhantemente, CARVALHO et al. (2020) ao prepararem extratos
etandlicos da semente do abacate e por meio da RMN H verificaram a presenca de
derivados de acetogeninas alifaticas (alcanois), avocadofuranos e acidos graxos as
quais causaram a mortalidade de ninfas de Bemisia tabaci biétipo B. (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae). THOMSON et al. (2000) patentearam derivados de
avocadofuranos e a trioleina com propriedade inseticida. Com base nestes estudos
podemos sugerir a presenca de moléculas derivadas de avocadofuranos, trioleinas,
acetogeninas lauraceae e acidos graxos no biocomposto sintetizado da biomassa da
semente do abacate e ainda atribuir a estas a atividade inseticida observada sobre
ninfas de pulgdes, entretanto, novos estudos sdo necessarios para identificar que
molécula(s) sao responsavel(is) pela mortalidade dos pulgdes.

Todos os biocompostos sintetizado da biomassa da folha do nim também
causaram mortalidade de pulgdes significativamente maior do que o tratamento
controle, independentemente do tempo de avaliagdo (Figura 12). No entanto, n&o
houve diferenga significativa entre os biocompostos sintetizados da biomassa da folha
do nim, para a mortalidade causada sobre pulgdes (Figura 12). Considerando
conjuntamente os dados de mortalidade de pulgbes causada pelos biocompostos
sintetizados da biomassa da semente de abacate e da biomassa da folha do nim,
podemos inferir que a técnica de liquefacao foi eficaz para sintese de compostos
bioativos, pois ambos apresentaram resultados satisfatorios para dose testada (15 %
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m/m) preliminarmente quando comparados aos respectivos controles. Levando em
conta o tempo de observagao do bioensaio (24 h e 48 h) e a mortalidade causada pelo
biocomposto sintetizado da biomassa da folha do nim, podemos sugerir que se o
tempo de observagao fosse aumentado (i.e. apos 48 hrs) possivelmente teriamos um
aumento na mortalidade, uma vez que alguns componentes derivados do nim
possuem mecanismos de agao ja conhecidos, e dependem do tempo apos exposicao.
Por exemplo, SOARES et al. (2008) observaram que o extrato aquoso e/ou 6leo do
nim agiram mais lentamentamente causando mortalidade expressiva apos 24 h sobre
Nasutitermes corniger (Motschus) (Isoptera: Termitidae). O principal mecanismo de
acao da azadiractina se da na alteragao do sistema enddcrino do inseto, modificando
os niveis de horménios morfogenéticos (ecdisona). Além disso pode interferir no
sistema nervoso central bloqueando a liberagdo de substancias essenciais para seu
desenvolvimento (REMBOLD, 1989; MORDUE & BLACKELL, 1993; JUNIOR 2003).

As doses letais DLso e DLoo calculadas pela andlise de PROBIT para o
biocomposto AAA (2:1/30) da biomassa de semente de abacate, foram 63,68 e 429,53
mg/mL, respectivamente (Tabela 5). O resultado apresentado na Figura 13, implica
que a mortalidade observada é dependente da dose. CARVALHO et al. (2020)
obtiveram resultado semelhante, ao testarem extratos etandlicos preparados de
sementes de abacate sobre ninfas de Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae), e concluiram que a toxicidade observada foi dependente da
concentragao (LCs0:197,84 ppm e LCo0: 567,19 ppm).

Tanto a DLgo calculada previamente (Tabela 5) para o biocomposto da
biomassa da semente de abacate (AAA) quanto o inseticida Azamax® (dose de
campo) se mostraram significativamente repelentes para os pulgdes (Figura 14). No
entanto, a DLgo do biocomposto de abacate repeliu aparentemente uma proporgéo de
pulgbes relativamente maior do que o inseticida Azamax® (Figura 14). Esta diferenca
pronunciada pode estar relacionada com a maior concentragdo de moléculas de
natureza terpénica de baixo peso molecular no biocomposto AAA. SAITO & LUCHINI
(1998) destacaram que essa categoria de moléculas pode ser considerada
responsavel por repelir ou atrair insetos, e ainda, que algumas familias de plantas
como as Lauraceae podem abrigar concentragdes superiores destas. Com relagéo ao

oleo de nim (Azamax®) ja se sabia que azadiractina pode causar um efeito de



69

repelente alimentar para pragas da Ordem Hemiptera (RUSCOE, 1972; REMBOLD et
al. 1982; MARTINEZ, 2002).

O bioensaio realizado em condigbes de campo apontou que tanto a DLgo do
biocomposto (AAA), quanto o inseticida Azamax® (dose de campo) reduziram
significativamente a abundancia de pulgbes nas plantas de couve, quando
comparados com o controle (Figura 15). Podemos ressaltar a eficacia do biocomposto
AAA no controle dos pulgdes, pois mostrou desempenho similar ao Azamax®, levando
em conta que este ultimo provavelmente guarda uma formulagdo que |he confere
maior estabilidade nestas condig¢oes.

No entanto, estes resultados observados ndo sado o suficiente para
recomendacgao de uso deste no controle do pulgao, pois, conforme ISMAN (2006) é
necessario conhecer os ingredientes ativos que regem sobre a bioatividade
observada, e o grau de padronizagao quimica do produto. Pois somente desta forma

sera possivel obter um nivel de confiabilidade da eficacia e seguranga para o uso.

2.2.3.1 — Tabela

Tabela 5- Estimativa das DLso e DLgo do biocomposto AAA (2:1/30) sobre ninfas de

pulgbes através de analise de PROBIT.

N’ Inclinagdo(+SE) DLso (mg/mL) 2 DLgo (mg/mL) 2 X2 * df 3  p-valor

170 1,55+ 0,11 63,68 (52,48 —75,34) 429,53 (326,00 — 625,30) 276,94 168 < 0,001

T Numeros de insetos testados

2|ntervalo de confianga a 95% de probabilidade de erro
“Valores de qui-quadrado calculados

3 Grau de liberdade



2.2.3.2. Figuras
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Figura 11: Percentagem meédia (%) (+EP) de mortalidade de ninfas pulgdes

submetidos a dose de 15 % m/m de biocompostos da biomassa da semente de

abacate
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Obs: Mortalidade de ninfas de primeiro/segundo instar de pulgées em discos de folhas de couve do

grupo manteiga submetidos a solugdo preparada a 15% (m/m) de biocompostos da biomassa da

semente de abacate e solucédo estoque (dgua + acetona (1/1 v/v) + Adjuvante (0,075 mL/L). Temp.: 25

+ 1°C, 70 £ 5% de Umidade Relativa e Fotofase de 16h. Observagbes em 24 e 48h. Combinagdes dos

biocompostos sintetizados na liquefagdo (solvente:biomassa/tempo): CON(solucdo estoque);
AAA(2:1/30 min); AAB(2:1/60 min); AAC(2:1/90 min); ABA(3:1/30 min); ABB(3:1/60 min); ABC(3:1/90
min); ACA(5:1/30 min); ACB(5:1/60 min); ACC(5:1/90 min)
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Figura 12: Percentagem meédia (%) (+EP) de mortalidade de ninfas pulgdes

submetidos a dose de 15 % m/m de biocompostos da biomassa da folha do nim
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Obs: Mortalidade de ninfas de primeiro/segundo instar de pulgées em discos de folhas de couve do
grupo manteiga submetidos a solugéo preparada a 15% (p/p) de biocompostos da biomassa da folha
do nim e solugéo estoque (agua + acetona (1/1 v/v) + Adjuvante (0,075 mL/L). Temp.: 25 + 1°C, 70 +
5% de Umidade Relativa e Fotofase de 16h. Observagbes em 24 e 48h. Combinacdes dos
biocompostos sintetizados na liquefagdo (solvente:biomassa/tempo): CON(solugcdo estoque);
NAA(2:1/30 min); NAB(2:1/60 min); NAC(2:1/90 min); NBA(3:1/30 min); NBB(3:1/60 min); NBC(3:1/90
min); NCA(5:1/30 min); NCB(5:1/60 min); NCC(5:1/90 min).
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Figura 13: Relacao entre dose-mortalidade observada sobre ninfas de pulgbes (B.
brassicae/M. persicae) do biocomposto AAA (2:1/30)
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Figura 14: Teste proporcional de escolha/preferéncia de ninfas de pulgdes por
semidisco tratado e ndo tratado

*%* biocomposto do abacate

* azamax®
T 1 T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
proporcao de escolhas
1 controle B biocomposto ou inseticida

Obs: Teste de preferéncia proporcional de escolhas das ninfas de primeiro/segundo instar de pulgdes,
entre o semidiscos de folhas de couve néo tratados (controle (dgua + acetona (1/1 v/v) + Adjuvante
(0,75 mL/L)) e semidiscos tratados com DLgo biocomposto AAA (2:1/30min) (n = 170). E semi-discos
nao tratados (controle (agua + acetona (1/1 v/v) + Adjuvante (0,75 mL/L)) e semidiscos tratados com
Azamax® (dose de campo (3,0 mL/L)) (n = 170), onde (*) representa resultados significativos no nivel

de 5%. Temp.: 25 + 1°C, 70 + 5% de Umidade Relativa e Fotofase de 16h. Observagdes a cada 2h em
um periodo de 12h.
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Figura 15: Relagéo da populagdo cumulativa de pulgdes (+EP) em plantas de couve
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Obs: Populagéo cumulativa de pulgbes (+EP) em plantas de couve da cultivar manteiga sob condicbes
de campo, submetidos a DLgo do biocomposto AAA (2:1/30 min) (n = 24 plantas), a dose de campo (3,0

mL/L) Azamax® (n = 24 plantas) e agua (n = 24 plantas), p < 0,05.
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2.2.4. CONCLUSOES

Os resultados dos bioensaios preliminares apontaram que, todos biocompostos
sintetizados mediante a exploragao da técnica de liquefagao a partir da biomassa da
semente de abacate e biomassa da folha do nim, apresentaram atividade inseticida
sobre ninfas de primeiro/segundo instares de pulgbes, na dose de 15 % m/m.
Sinalizando entdo que a técnica de liquefacdo pode ser uma alternativa a ser
explorada para sintese de moléculas oriundas de biomassas que poderao ser
utilizadas no controle de pragas agricolas. O biocomposto AAA (2:1/30) da biomassa
da semente de abacate apresentou que ha uma relacdo entre a mortalidade
observada sobre pulgdes e a dose aplicada. Sendo assim foi possivel estimar a DLgo
do biocomposto AAA e prosseguir com a investigagdo do seu potencial inseticida
sobre pulgdes. O bioensaio de repeléncia revelou que este foi eficaz sobre as ninfas
de pulgdes. Ainda apresentou eficacia no controle de propulagdes de pulgbes em
cultivo de couve do grupo manteiga em condi¢des tropicais, semelhantemente ao
Azamax ®.

E oportuno ressaltar, que apesar dos resultados promissores do biocomposto
AAA (2:1/30 ), € necessario o desenvolvimento de estudos que isolem e caracterizem
a(s) molécula(s) responsaveis pela bioatividade observada. E posteriormente sejam
explorados aspectos como: espectro de agdo; modo de agao a diferentes pragas e
culturas; efeito letais e subletais aos inimigos naturais e a insetos nao alvo; avaliagbes

toxicoldgicas; e sua biodegradabilidade no ambiente.
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3. CONCLUSOES GERAIS

A exploragdo e valorizagdo de um residuo oriundo do processamento
agroindustrial como o processamento das frutas como a semente do abacate pode
ser explorada amplamente, por meio da aplicagao das mais variadas técnicas como a
liquefagdo explorada neste trabalho. Os resultados apontaram que a biomassa da
semente de abacate, pode ser uma fonte promissora de compostos bioativos, e que
mediante a aplicagao da técnica de liquefacéo, foi possivel sintetizar biocompostos os
quais apresentaram atividade inseticida sobre pulgdes. Neste contexto a exploragao
do potencial inseticida de produtos sintetizado de plantas como o biocomposto, pode
ser uma alternativa interessante a ser explorada para o controle alternativo de pragas
agricolas, podendo se tornar uma ferramenta adicional ao Manejo Integrado de
Pragas (MIP). Pois o biocomposto sintetizado da semente de abacate apresentou
resultados satisfatérios no que se refere ao efeito letal e repelente sobre ninfas de
pulgbes em condi¢cdes de laboratorio, e ainda foi capaz de reduzir a abundancia de
populagdes de pulgdes em cultivo de couve em condigdes de campo. No entanto ha
muito a se investigar sobre atividade inseticida observada, antes que este seja
recomendado para uso, como por exemplo: espectro de acdo; modo de acido a
diferentes pragas e culturas; efeito letais e subletais aos inimigos naturais e a insetos
nao alvo; avaliagdes toxicoldgicas; e sua biodegradabilidade no ambiente.

Para o futuro a técnica de liquefacdo e outras dentro do conceito de
biorrefinaria, devem ser avaliadas como um todo, e assim serem adaptadas quando
necessario para torna-las economicamente viaveis para exploracao e valorizacéo de
bioamassas. Por outro lado, os produtos obtidos mediante aplicacdo das mais
variadas técnicas podem ser testados e aplicados aos mais variados seguimentos,
nao com intuito Unico de substiuicdo dos produtos de uso convencional, mas como

complementar.



APENDICES

84

Apéndice A: Estruturas dos constituintes quimicos do metabolitos secundario de vérias partes da

planta do abacateiro (\Persea Americana Mill.) (Lauraceae) que apresentaram bioatividade até 2007.

Acetogeninas alifaticas (1-17); glicosideos terpendides (18,19); avocadofuranos (20-30); flavondides

(31-41); cumarina (42). Fonte: H. Ding et al. 2007 / Seminars in Cancer Biology 17 p. 386—394.
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Apéndice B: Fluxograma geral (Capitulo 1) - Obteng&o de biocompostos
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Apéndice C: Tabela de dados utilizado para calculo de percentagem de umidade intrinseca

(Pulverizado da semente de abacate)

Cadinho Mcadinho (9) Mbyiomassa (9) Mfinal (9) % de Umidade
1 35,1987 1,0378 36,1656 6,83
2 38,6966 1,0002 39,6329 6,39
3 38,9859 1,0933 39,9998 7,26
4 36,7296 1,0137 37,6767 6,57
5 37,7336 1,0237 38,7002 5,58
6 38,7714 1,0893 39,8061 5,28
7 31,3956 1,0440 32,3814 5,57
8 41,4219 1,0167 42,3889 4,89

Legenda: Massa do cadinho (Mcadinho), Massa do Pulverizado (biomassa) inicial (Mbiomassa), Massa da

biomassa final + Massa do cadinho (Mfinal)

Apéndice D: Tabela de dados utilizado para célculo de percentagem de matéria volatil (Pulverizado

da semente de abacate)

Cadinho Mcadinho (g) Mbiomassa (g) Mfinal (g) % de Umidade
1 24,5051 1,0231 24,5975 90,97
2 18,4082 1,0123 18,5335 87,62
3 24,9492 1,0152 25,0512 89,95
4 25,6443 1,0115 25,8209 82,54
5 24,0172 1,0122 24,1253 89,32
6 24,5067 1,0564 24,6199 89,28
7 24,5571 1,0164 24,6898 86,94
8 28,0388 1,0285 28,1897 85,33

Legenda: Massa do cadinho (Mcadinho), Massa do Pulverizado (biomassa) inicial (Mbiomassa), Massa da

biomassa final + Massa do cadinho (Mfinal)

Apéndice E: Tabela de dados utilizado para célculo de percentagem de cinzas (Pulverizado da

semente de abacate)

Cadinho Mcadinho (g) Mbiomassa (g) Mfinal (g) % de Cinza
1 25,6889 1,0018 25,7097 2,08
2 24,5141 1,0004 24,5319 1,78
3 35,1516 1,0024 35,1793 2,76
4 38,6249 1,0081 38,6469 2,18
5 38,1096 1,0071 38,1303 2,52
6 37,6769 1,0077 37,7003 2,54
7 35,4688 1,0214 35,4712 2,79
8 36,4566 1,0578 36,5111 2,67

Legenda: Massa do cadinho (Mcadinho), Massa do Pulverizado (biomassa) inicial (Mbiomassa), Massa da

biomassa final + Massa do cadinho (Mfinal)
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Apéndice F: Tabela de dados do processo de liquefagéo da biomassa da semente de abacate

Amostras Repeticao Mbiomassa Msolvente* Mvidro Mpapel Mfinal Rendimento

(9) (9) (9) (9) (9) (Y)%
AAA 1 5,0582 10,0689 36,9104 1,0978 40,0254 60,12
AAA 2 5,0217 10,4029 34,7845 1,0796 37,8563 60,32
AAA 3 5,0505 10,0692 35,8344 1,0626 38,9583 59,19
AAA 4 5,0321 10,0541 36,3245 1,0673 39,3561 60,96
AAA 5 5,0245 10,0456 35,9997 1,0783 38,9962 61,82
AAA 6 5,0341 10,0679 36,0783 1,0871 39,2112 59,36
AAB 1 5,0294 10,0623 34,448 1,0659 37,8451 53,65
AAB 2 5,0066 10,1411 26,0424 1,053 29,2567 56,83
AAB 3 5,0247 10,1221 27,3523 1,0945 30,7543 54,08
AAB 4 5,0954 10,0834 33,9567 1,0843 37,1875 57,87
AAB 5 5,0012 10,0678 35,0983 1,0771 38,2231 59,06
AAB 6 5,0743 10,1012 37,0621 1,0689 40,3856 55,57
AAC 1 5,0414 10,0576 14,1917 1,0723 17,832 49,06
AAC 2 5,1428 10,4816 14,3587 1,0757 18,0871 48,42
AAC 3 5,0399 10,1684 13,595 1,0736 17,5922 41,99
AAC 4 5,0232 10,233 15,0324 1,0623 18,8231 45,68
AAC 5 5,0567 10,0892 16,6793 1,0755 20,0978 53,67
AAC 6 5,0133 10,0444 15,4561 1,0711 19,2577 45,53
ABA 1 5,0598 15,2389 36,0232 1,0452 39,6451 49,07
ABA 2 5,0038 15,1368 34,7184 1,1055 37,8999 58,51
ABA 3 5,0205 15,077 35,4134 1,0798 38,7854 54,34
ABA 4 5,0552 15,0643 35,0043 1,0459 38,9079 43,47
ABA 5 5,1098 15,7423 35,0033 1,0551 39,0147 42,14
ABA 6 5,0006 15,3245 34,8875 1,0647 38,0341 58,37
ABB 1 5,0328 15,0395 28,9175 1,0822 32,7651 45,05
ABB 2 5,0313 15,1557 28,2249 1,0599 31,8972 48,08
ABB 3 5,0025 15,0265 29,3497 1,0767 32,8897 50,76
ABB 4 5,1156 15,1201 34,0231 1,0677 37,3244 56,34
ABB 5 5,0027 15,0379 33,0174 1,0727 36,9933 41,97
ABB 6 5,0176 15,0355 34,0231 1,0613 37,4741 52,37
ABC 1 5,1068 15,5317 13,4829 1,0833 17,5355 41,86
ABC 2 5,1361 15,0812 29,3453 1,0578 32,6471 56,31
ABC 3 5,0973 15,1112 34,9217 1,0649 38,5449 49,81
ABC 4 5,119 15,0772 35,0018 1,0477 38,7733 46,72
ABC 5 5,0799 15,0335 33,9988 1,0871 37,3212 56,00
ABC 6 5,0766 15,0033 28,9753 1,0543 33,0132 41,23
ACA 1 5,0114 25,1076 41,6666 1,0817 44,9929 55,21
ACA 2 5,0069 25,1779 35,4949 1,103 39,0252 51,52
ACA 3 5,028 25,078 33,9771 1,0834 37,6774 47,95
ACA 4 5,0998 25,1043 34,9423 1,0498 38,9511 41,98
ACA 5 5,0771 25,0034 34,0899 1,0612 37,7666 48,48
ACA 6 5,0444 25,1967 33,9911 1,0844 37,7779 46,43
ACB 1 5,0322 25,0616 34,7145 1,0521 38,7755 40,21
ACB 2 5,0545 25,2084 34,9676 1,1253 38,9091 44,28
ACB 3 5,1996 25,0331 35,4245 1,0926 39,8021 36,82
ACB 4 5,0078 25,0034 33,5521 1,0478 37,3632 44,82
ACB 5 5,124 25,2201 35,6641 1,0933 39,9063 38,55
ACB 6 5,0091 25,1097 33,7771 1,0644 38,0002 36,94
ACC 1 5,0754 25,1086 34,9235 1,0921 38,9999 41,20
ACC 2 5,0308 25,0405 37,6316 1,0762 41,6933 40,66
ACC 3 5,0283 25,1042 34,7489 1,0412 38,7784 40,57
ACC 4 5,1978 25,0556 31,4773 1,0739 35,9591 34,44
ACC 5 5,0055 25,0091 29,3995 1,0488 33,5944 37,15
ACC 6 5,144 25,0143 34,5437 1,0899 38,9231 36,05

Legenda: Pulverizado da biomassa de abacate (A'), Propor¢do 2:1 solvente/biomassa (A2), Propor¢io 3:1

solvente/biomassa (B?), Propor¢do 5:1 solvente/biomassa (C?), Tempo de liquefagdo 30 minutos (A%), Tempo de

liquefagdo 60 minutos (B*), Tempo de liquefagdo 90 minutos (C?), * Glicerina P.A. (99,5 %), Massa da biomassa

inicial (Mbiomassa), Massa do vidro de relogio (Mvidro), Massa do papel filtro (Mpapel), Massa do vidro de

relogio + Massa do papel filtro + Massa da biomassa final (Mfinal).
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Apéndice G: Grafico de precipitagbes pluviométricas semanais de outubro a novembro de 2022 em

Florestal —-MG, Estacdo Automatica A535. Fonte: https://portal.inmet.gov.br/dadoshistoricos. Acesso
em: 12 de dezembro de 2022.
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Apéndice H: Fluxograma geral (Capitulo 2) — Investigagdo do potencial inseticida dos biocompostos

N

PLANTIO DE COUVE
ESTUFA

- . )
) CRIACAO DE PULGOES PARA =
BIOENSAIOS
GAIOLA REVESTIDA COM ORGANZA

(Grupo manteiga)
(Brevicoryne brassicae e Myzus persicae)

/ BIOENSAIOS PRELIMINARES \ BIOCOMPOSTOS \

(dose (15 Yom/m) BIOMASSA DA SEMENTE DE
e AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DOS ABACATE
BIOCOMPOSTOS SOBRE NINFAS DE PRIMEIRO/SEGUNDO DE (Total de 9 combinagdes testadas; de
N acordo com o planejamento fatorial e
PULGOES submetido a técnica de liquefagio)
o SELECAO DO BIOCOMPOSTO DA BIOMASSA DA SEMENTE DE
ABACATE QUE APRESENTOU MAIOR MORTALIDADE SOBRE \
0S PULGOES BIOCOMPOSTOS
) . » . ) BIOMASSA DA FOLHA DO NIM
(Realizado em condi¢des de laboratorio; observagdes da mortalidade em )
(Total de 9 combinagdes testadas; de
24 ¢ 48h; 10 repetigdes (placa de petri); 6 ninfas de pulgdes /placa) acordo com o planejamento fatorial
e submetido a técnica de liquefagio)
A \(
v / BIOENSAIO DA DETERMINACAO DA DLso E DLy
BIOCOMPOSTO AAA e 11 DOSES TESTADAS '
BIOMASSA DA SEMENTE DE e DADOS SUBMETIDOS A ANALISE DE PROBIT (Pacote
ABACATE “ecotox”) (Realizado em condi¢des de laboratdrio; observagdes
> % Efeito letal sobre pulgdes da mortalidade em 24 e 48h; 10 repeti¢des (placa de petri); 6
\ ninfas de pulgdes /placa) /
® ~
AZAMAX AIOENSAIO DE INVESTIGACAO DO EFEITO Dh‘

(Dose de campo/ controle de

REPELENCIA DA DLs DO BIOCOMPOSTO AAA

e REALIZADO EM SEMIDISCO DE COUVE UMA PARTE
TRATADA COM INSETICIDA E OUTRA COM CONTROLE

pulgdes na cultura da couve)

e O MESMO BIOENSAIO FOI REALIZADO PARA EFEITO DE
COMPARACAO COM INSETICIDA COMERCIAL (AZAMAX®)

. (Realizado em condigdes de laboratorio; observagoes da escolha
L

\A;

y

krepetigéo (40 plantas de couve/canteiro); analise destrutiva.) /

do lado do semidisco em que se encontrava a ninfa, a cada 2h,

totalizando em 6 observagdes; 170 repeticdes (placa de petri); 1

anas de pulgéo/placa; ) /

BIOENSAIO DE INVESTIGAC;\O DA EFICACIA DA DLy DO BIOCOMPOSTO AAA NO CAMPO \
e AVALIOU A EFICACIA DA DL90 DO BIOCOMPOSTO AAA NO CONTROLE DE POPULACOES DE PULGOES EM
CONDICOES DE CAMPO. (Couve grupo manteiga; sob condigdes tropicais)
e REALIZOU A COMPARACAO COM INSETICIDA COMERCIAL (AZAMAX®) E CONTROLE (AGUA)

(Realizado em condi¢des de campo; avaliagao da abundancia de pulgdes (em 3 datas com intervalos variaveis (da 1 para a 2* (7dias);

da 2 para 3% (21 dias); 3 tratamentos (biocomposto AAA, Azamax®, controle (4gua)) e 6 repetigdes cada foi considerado uma




