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THE USE OF HPLC IN THE CONTROL OF NEEM COMMERCIAL PRODUCTS QUALITY: REPRODUCTION OF THE
INSECTICIDE ACTION. The Neem tree, Azadirachta indica, provides many useful compounds that are used as pesticides. However,

the efficiency in field of products like neem oil can be committed because they have not been observed reproductive content of

secondary metabolic like azadirachtin. Based on reverse-phase high-performance liquid chromatography (HPLC) a new method was
developed to permit the rapid quantitative analysis of azadirachtin from seeds, extracts and oil of Neem. In the present study it was

evaluated the azadirachtin quantitative variation among various Neem’s extracts and seeds showing the importance of quality control

for reproduction of the insecticide efficiency, using S. frugiperda as target insect.
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INTRODUCAO

O sucesso das modernas praticas agricolas em geral de-
pende da descoberta e uso de controles quimicos de insetos-pragas.
Contudo, a contaminagao do meio ambiente por pesticidas sintéticos
vem aumentando gradativamente devido ao constante uso na tentativa
de erradicac@o de vérias pragas e protecao de colheitas agricolas.!
Além disso, as preocupagdes sobre o potencial impacto dos pesticidas
no meio ambiente tém agora tornado mais precisos € mais restritos
os procedimentos para registro de novos produtos.’ Novos pesticidas,
incluindo os com base em produtos naturais, tém sido desenvolvidos
para substituir compostos proibidos devido os novos requerimentos
de registro. Novos pesticidas sdo também necessarios para combater
a evolugdo da resisténcia das pragas alvos aos pesticidas.?

Em virtude da crescente preocupagdo ambiental quanto a per-
sisténcia de pesticidas sintéticos e sua potencial toxicidade para
humanos, insetos benéficos e animais domésticos, ha um renovado
interesse no uso de produtos naturais para controle de pragas agrico-
las. Inseticidas organicos sdo facilmente produzidos por extragdo de
plantas e apresentam baixa ou nenhuma acao t6xica para humanos.*®

O Nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae), planta de origem
indiana, € uma fonte promissora de inseticidas organicos. Sementes
de Nim sdo fontes de dois tipos de inseticidas naturais: 6leo de Nim
obtido em prensa mecanica e extratos de média polaridade preparados
por maceragdo em solventes organicos. Devido sua relativa seleti-
vidade a insetos considerados pragas agricolas, seus produtos vém
sendo recomendados por diversos programas de manejo integrado de
controle de pragas ao redor do mundo.>’® Sementes de Nim contém
numerosos metabolitos secunddrios, sendo o limonoide azadiractina
(Azad.) o principal entre outros andlogos minoritdrios que também
contribuem para a eficacia global dos extratos. De acordo com o CRC
Press Dicitionary of Natural Products pelo menos 237 diferentes
compostos foram isolados do género Azadirachta.*® A azadiractina é
conhecida por ter adversos efeitos em mais de 600 espécies de inseto,
a qual tem demonstrado atividade numa faixa de concentracdo de 1-10
ppm e mais de 500 espécies de insetos s@o descritos como sensiveis
aos extratos de sementes de Nim.*!° Entretanto, estudos com o afideo
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Myzus persicae demonstraram que este desenvolveu rapidamente
resisténcia em formulacdes preparadas com a azadiractina pura nao
sendo, todavia, detectada resisténcia em formulagdes constituidas
com extratos de Nim em mais de 40 geracdes."!

Produtos naturais como fonte de matéria-prima para a inddstria
de inseticidas organicos podem ser comprometidos pela qualidade
do material vegetal utilizado e pelos processos industriais emprega-
dos. Virios autores descrevem métodos alternativos de produgdo de
extratos brutos de Nim, que podem ser preparados com contetdo de
até 6% de azadiractina.®'? Diversos fatores podem exercer influéncia
na constancia da produg¢ao de metabdlitos secunddrios em uma planta
afetando diretamente sua atividade bioldgica e, consequentemente,
a reprodutibilidade da acéo inseticida. Fatores como sazonalidade,
ritmo circadiano, idade e desenvolvimento vegetal da planta, época,
hordrio e forma de coleta e condi¢cdes ambientais devem ser considera-
dos para uso do Nim como inseticida natural.'* Além disso, condi¢des
de armazenamento e procedimentos de preparo dos dleos e extratos
certamente afetam a qualidade do produto final.'*

Assim, um modo de manter a qualidade e garantir a reprodutibili-
dade da a¢@o inseticida de um produto natural € controlar a qualidade
no produto final. Entre as técnicas disponiveis, o enriquecimento de
produtos (por exemplo, 6leos comerciais de Nim) com extratos organi-
cos pode ser realizado facilmente.'>'® Todavia, o sucesso na execugao
do procedimento s6 € possivel através do monitoramento do contetido
de compostos ativos, como a azadiractina, em cada etapa executada.

O presente trabalho descreve um método de controle de qualidade
de 6leos e extratos organicos de Nim e demonstra a susceptibilidade de
Spodoptera frugiperda para estes materiais com diferentes conteidos do
limonoide azadiractina. Para este propdsito, primeiramente foi necessério
desenvolver uma técnica simples e reprodutiva para preparacao de extra-
tos de Nim com elevados teores de azadiractina e procedimentos de con-
trole de qualidade por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

Sementes e 6leos de Nim foram cedidos pela empresa Baratina
Comercio Industria Ltda. Os frutos foram lavados, despolpados e
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secos (2 dias ao sol e 10 dias a sombra), posteriormente as sementes
foram separadas da palha, que foi descartada, finalmente, as sementes
foram trituradas num moinho IKA A11 Basic.

Preparacao de extratos de Nim

Diversas técnicas de extracdo sélido-liquido foram avaliadas
visando a maxima eficiéncia e seletividade, usando como referén-
cia o composto azadiractina. Todos os extratos foram preparados
em triplicata e analisados por CLAE. As técnicas de extracido
avaliadas foram:

- extrag@o por maceracdo usando n-hexano e etanol (MHE): semen-
tes moidas de Nim (10,0 £ 0,1 g) foram maceradas por 60 min
em 100 mL de n-hexano para remogdo inicial dos analitos menos
polares sendo, apds o periodo de repouso, a solugdo separada do
solido por filtragdo. A extragdo com n-hexano foi repetida 5 vezes.
O residuo ndo extraido foi entdo macerado com outros 500 mL
de etanol (5 repeti¢des de 100 mL cada) para extra¢do do analito
de interesse. Em cada extra¢do com etanol o material vegetal foi
agitado por 5 min e mantido em repouso por 12 h. Todo o etanol
foi agrupado;

- extrac@o por maceragao usando metanol (MM): sementes moidas
de Nim (10,0£0,1 g) foram maceradas com 500 mL de metanol (5
repeti¢des de 100 mL). O material vegetal foi deixado em contato
com o solvente, sendo o solvente substituido a cada 12 h;

- extracdo por maceragdo usando etanol (ME): os extratos eta-
nolicos foram preparados de maneira similar ao procedimento
descrito para extragdo por maceracdo usando metanol (MM);

- extragdo por maceragdo usando etanol e agitagdo constante
(MEA): a preparacdo deste extrato se diferenciou do ME por
manter o material vegetal sob agitacdo mecanica durante todo
o periodo de maceragdo. Foi utilizado um agitador em hélice
Fisatom Mod. 712;

- extragdo por ultrassom (EU): foram adicionados 50 mL de eta-
nol em sementes moidas de Nim (5,0 + 0,1 g) para extra¢ao dos
analitos de interesse sob radiagdo de ultrassom constante por 10
min; a solugdo foi separada do sélido por filtragdo. A extragio
foi repetida 5 vezes e todo solvente agrupado; - extracdo por
centrifugacdo (EC): sementes moidas de Nim (5,0 +0,1 g) foram
centrifugadas com 50 mL de etanol sob for¢a centrifuga relativa
de 10.000 rpm constantes por 10 min. A fase liquida foi separada
da sélida e o processo realizado outras 5 vezes. Toda a fase liquida
foi agrupada;

- extracdo por maceracdo usando agitador de tubos tipo Vortex
(MV): foram adicionados 50 mL de etanol em sementes moidas
de Nim (5,0 £ 0,1 g) para extracio dos analitos de interesse sob
agita¢@o constante por 10 min; a solucdo foi separada do sélido
por filtragdo. A extracdo foi realizada outras 5 vezes.

A razdo entre sementes e solvente foi padronizada em 1 para 10,
respectivamente. Todos os extratos foram obtidos apds a evaporagao
dos solventes de extragdo em evaporador rotativo sob vacuo.

Desenvolvimento e validacio do método cromatografico

Padrdo de azadiractina

A azadiractina foi usada como padrao de referéncia no controle
de qualidade dos extratos, correlacionando-se seu teor com a ativi-
dade inseticida sobre S. frugiperda. O composto azadiractina (> 95%
pureza) foi extraido de sementes de Nim, purificado por técnicas
fitoquimicas cldssicas e CLAE semi-preparativa e caracterizado por
técnicas espectrométricas no Laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da UFSCar."”

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) e de 3C (100 MHz)
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em CD,OD foram obtidos em espectrometro Briicker, modelo
DRX-400 com um campo de 9,4 T, tendo como referéncia interna
o sinal do TMS.

Materiais e reagentes

Todos os solventes utilizados foram adquiridos em grau CLAE
da Mallinkrodt (Mallinkrodt — St. Louis, MO, USA) e filtrados atra-
vés de membranas PTFE (0,45 um) da Millipore®. A dgua utilizada
nas andlises cromatogréficas foi purificada usando-se um sistema
de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Todos os
solventes foram imersos num banho de ultrassom (Brason 1510R,
Danbury, USA) por 15 min antes do uso.

Pré-tratamento

Os extratos e 6leo de Nim foram submetidos a extracdo em fase
s6lida para remocao dos interferentes apolares. Cartuchos de ciano
(100 mg/1 mL — AccuBond II Agilent Technologies) foram previa-
mente condicionados com 5 mL de n-hexano. Os extratos e 6leos (20,0
+ 0,5 mg) foram solubilizados em n-hexano (1 mL) e transferidos
para o cartucho. As amostras foram ent@o lavadas com outros 4 mL
de n-hexano e posteriormente removidas do cartucho com 1 mL de
metanol. As amostras foram analisadas por CLAE-fase reversa.

Condi¢oes cromatogrdficas

Cromatdgrato modular Shimadzu (Téquio, Japao) equipado com
bomba LC-10ATvp, valvula solenoide FCV-10ALvp, degaseificador
DGU-14A, autoinjetor SIL-10AF, detector de ultravioleta SPD-10Avp
a 217 nm e interface SCL-10Avp foi usado em conjunto com uma
coluna Phenomenex Luna (I1)® C18 (150 x 4,6 mm, 5 pum - Torran-
ce, CA, USA) equipada com coluna de seguranga C18 (4 x 3 mm,
5 um). As amostras foram injetadas em volumes de 20 uL. A fase
movel que forneceu melhor seletividade ao método consistia numa
mistura isocrdtica entre acetonitrila/metanol/THF/dgua (34:4:1:61)
e vazdo de 0,8 mL min™. O desenvolvimento do método analitico, a
colecdo e o processamento dos dados foram otimizados através do
software CLASS-VP.

A anidlise da pureza do padrdo de azadiractina via CLAE com
espectrometria de massas em sequéncia (CLAE-EM/EM) foi realizada
com um detector do tipo triplo quadrupolo Micromass Quattro LC
operado com uma fonte padrao Z-spray adaptada com uma sonda
de eletrospray. A ionizagdo foi realizada utilizando o eletrospray no
modo negativo de ionizagdo (EST). Os pardmetros de separagdo cro-
matogréfica foram os mesmos ja descritos e o detector de massas foi
operado nas seguintes condigdes: potencial do capilar de 2,94 kV para
0 modo negativo de ionizacdo, temperatura do gds de dessolvatacio
(N,) de 300 °C e temperatura do bloco da fonte 135 °C. O potencial
usado no cone foi de 39 V, no cone extrator de 5 V e a lente de radio
frequéncia (RF lens) de 0,69 V. Os fluxos dos gases de nebulizagdo
(N,) e dessolvatagdo (N,) foram de 51 e 350 L/h, respectivamente.
O gés de colisdo foi argdnio 99,99% (White Martins) e a voltagem
da energia de colisdo de 20 eV. Os dados totais foram adquiridos
usando-se um dwell time de 0,06 s. Todos os dados foram processados
usando-se o software MassLynx versdo 3.5 NT Quattro.

Curva de calibragdo por padronizagdo externa

Trés curvas de calibragdo foram requeridas para se obter um grupo
de dados necessdrios ao protocolo estatistico e validacido do método.
A curva de calibragio foi obtida por andlise de regressdo (modelo
linear) interpolando a concentracao nominal dos padrdes usados com
adrea do pico cromatografico obtida usando-se o software Origin 5.0
Professional. A andlise estatistica dos dados e os cdlculos de retorno
foram realizados pelo software Microsoft Office Excel 2003.

A solucdo estoque de azadiractina foi preparada diluindo-se 10 mg
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do padrdo em 10 mL de metanol. A solugdo foi armazenada em frasco
ambar a -20 °C. Solucgdes filhas foram preparadas apds a evaporacio
em Speed Vac (43 °C, 20 min.) de 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e
600 pL da solugdo estoque e reconstituidas com 1,0 mL de metanol.
As concentragdes intermedidrias preparadas foram 50, 100, 200, 300,
400, 500 e 600 ug mL, respectivamente. As solugdes utilizadas na
construgio da curva de calibragio foram preparadas secando-se 20 uL.
de cada solugdo filha e submetidas a0 mesmo pré-tratamento descrito
no preparo de amostras por extracéio em fase sdélida. Entretanto, apds
serem removidas do cartucho as amostras foram novamente secas e
reconstituidas com 0,2 mL de metanol. As concentragdes finais das
amostras preparadas para construgdo da curva de calibragdo foram
5,05 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 ug mL"".

Precisdo e exatiddo

A precisdo e exatiddo do método foram determinadas usando-se
solugdes de azadiractina em 6,0; 25,0 e 54,0 ug mL"!. Estes valores
foram selecionados por possuirem concentragdes dentro da faixa line-
ar de trabalho utilizada (5,0 a 60,0 pg mL™"). Elas foram usadas para
se investigar a variabilidade no método para andlises intra e interdias.
Para cada concentragdo foram preparadas 5 amostras analisadas em
3 dias diferentes ndo consecutivos.

Limite de detec¢do e quantificagdo

O limite de detecgdo foi calculado como sendo LQ = Desvio
padrdo do intercepto x 3,33 / coeficiente angular da reta e o Limite
de quantificacdo como LQ = Desvio padrdo do intercepto x 10 /
coeficiente angular da reta.

Atividade biologica dos extratos de Nim sobre Spodoptera
frugiperda

Para se obter um fator de comparacéo como o extrato MHE, os
extratos MM, ME, MEA, EU, EC e MV foram particionados entre
hexano e metanol/dgua para a remog¢do do 6leo. Os extratos hidro-
alcodlicos foram concentrados e secos.

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério de Bio-
ensaios do Departamento de Quimica da UFSCar, mantido a 25 +
1°C, UR de 70 £ 5% e fotofase de 12 h. Para realizagio dos testes,
foi usada uma criacao de S. frugiperda mantida em laboratério, com
lagartas alimentadas por dieta artificial.'**

Para a realizacdo dos bioensaios, ap6s a solubilizacdo em eta-
nol, as amostras foram secas e posteriormente incorporadas a dieta
artificial para S. frugiperda na propor¢do de 100, 250 e 1.000 mg
de extrato de Nim para 1000 g de dieta (mg kg™'), com o cuidado de
adiciond-lo ao final, quando a dieta estava a uma temperatura de 50
°C. Além das dietas correspondentes a cada tratamento, também foi
preparada uma dieta testemunha, sem extrato, utilizando-se o solvente
em que foram solubilizados os extratos.'?

Depois da preparacio, as dietas foram vertidas em tubos de vidro
(8,5 x2,5 cm), previamente esterilizados, em estufaa 170 °C por 1 h
e, em seguida, tampados com algoddo hidréfugo. Apés a colocagio da
dieta, os tubos foram mantidos por 24 h em grades de arame para eli-
minagao do excesso de umidade (goticulas de dgua) de suas paredes.
Na sequéncia foi feita a inoculac@o das lagartas recém-eclodidas de
S. frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo de vidro. Para cada
extrato foram utilizadas 40 lagartas, distribuidas em quatro repeti¢des
de 10 lagartas cada, em delineamento completamente casualizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sucesso de uma andlise quantitativa estd diretamente ligado a
qualidade e especifica¢des do padrio de referéncia usado no processo.

Quim. Nova

Nio foi encontrado um padrio de qualidade disponivel comercial-
mente. Assim, tornou-se necessdrio o trabalho de extracéo, isolamento
e caracterizacdo deste analito. Na Figura 1A pode ser observado o
cromatograma do padrio azadiractina. A andlise do pico cromato-
grafico da azadiractina num detector de arranjo de diodos apresentou
um comprimento de onda com maxima absor¢do em 217 nme 100%
de pureza cromatografica.

Azadiractina possui a férmula molecular C,.H,,0, .. O pico cro-
matografico ilustrado na Figura 1 foi confirmado como referente a
azadiractina por cromatografia liquida acoplada a espectrometro de
massas em sequéncia (CLAE-EM/EM) usando-se uma fonte eletros-
pray no modo negativo de ionizagdo (ESI'). A varredura na amostra
foi composta, basicamente, pelo pseudo-fon molecular ([M — HJ)
719 Da e dos ions filhos m/z 687, 659, 641 e 535.
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Figura 1. Cromatograma do padrdo de azadiractina (A) e de extratos de Nim
(B). Condi¢oes cromatogrdficas: coluna Phenomenex Luna (11)® C18 (150 x
4,6 mm, 5 um - Torrance, CA, USA) equipada com coluna de seguranga C18 (4
x 3 mm, 5 um), eluicdo isocrdtica com fase movel quaterndria de acetonitrila/
metanol/THF/dgua (34:4:1:61) e vazdo de 0,8 mL min' e comprimento de
onda selecionado de 217 nm

A caracterizagdo final do padrio foi realizada por ressonancia
magnética nuclear 'H e 3C. O composto apresentou sinais de hidro-
génios 8 = 4,76 (m, H-1); 2,32 (m, H-2a); 2,26 (I, 3,3 Hz, H-2b);
5,50 (#1,2,8 Hz, H-3); 3,35 (d, 12,5 Hz, H-5); 4,61 (dd, 12,5, 2,7 Hz,
H-6); 4,76 (m, H-7); 3,34 (m, H-9); 4,67 (dl, 3,3 Hz, H-15); 1,68 (m,
H-16a); 1,32 (d, 13,1 Hz, H-16b); 2,38 (dl, 5,2 Hz, H-17); 2,01 (s,
H-18); 4,15 (d, 9,7 Hz, H-19a); 3,63 (d, 9,7 Hz, H-19b); 5,65 (s,
H-21); 5,05 (d, 2,9 Hz, H-22); 6,46 (d, 2,9 Hz, H-23); 4,08 (d, 8,9
Hz, H-28a); 3,77 (d, 8,9 Hz, H-28b); 1,75 (s, H-30); 2,87 (s, OH-7);
5,04 (s, OH-11); 2,94 (s, OH-20); 3,69 (s, OMe-12); 3,80 (s, OMe-
29); 1,95 (s, OAc-3); 6,95 (m, H-3"); 1,78 (dd, 7,1, 0,8 Hz, H-4") e
1,85 (m, H-5"). O espectro de RMN "3C apresentou sinais & = 70,5
(CH-1); 29,7 (CH2-2); 66,9 (CH-3); 52,5 (C-4); 37,0 (CH-5); 73,7
(CH-6); 74,7 (CH-7); 45,3 (C-8); 44,6 (CH-9); 50,0 (C-10); 104,1
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(C-11); 171,8 (C-12); 68,5 (C-13); 69,9 (C-14); 76,4 (CH-15); 24,9
(CH2-16); 48,6 (CH-17); 18,3 (CH3-18); 69,1 (CH,-19); 83,1 (C-
20); 108,8 (CH-21); 107,3 (CH-22); 147,1 (CH-23); 73,0 (CH,-28);
173,3 (C-29); 21,3 (C-30); 53,3 (OCH,-12); 52,7 (OCH,-29); 169,6
€ 20,9 (OCOCH,-3); 166,2 (C-1°); 128,6 (C-2"); 137,8 (C-37); 14,3
(C-4)e 11,9 (C-5).

Estes dados em comparagido com os apresentados na literatura
confirmam o composto azadiractina e sua pureza, podendo ser usado
como padréo de referéncia.”!

Validac¢io do método

A linearidade foi investigada para toda a faixa dindmica de tra-
balho. As curvas de calibra¢@o foram construidas utilizando-se a drea
do pico cromatogréfico do padrao versus a quantidade de azadiractina
adicionada. Linearidade satisfatéria foi obtida entre 5,0 e 60,0 ug
mL!. A curva de calibragdo média, construida através da intersec¢do
da drea dos padrdes e a concentracdo nominal, pode ser observada
na Figura 2A. O procedimento de ajuste da reta foi realizado pelo
método de regressdo linear. A equacdo de reta determinada foi y =
18.717,3 x + 465,4 e coeficiente de correlagdo r* = 0,9997.
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Figura 2. Curva de calibragdo externa (A) e curva de adi¢do de padrdo para
azadiractina (B)

A exatiddo e precisdo do método analitico foram investigadas
preparando-se padrdes em trés niveis de concentra¢des diferentes
abrangendo toda a faixa dinamica de trabalho. Na determinacdo da
precisdo [Desvio padrio relativo - DPR(%) = (desvio padrdao/média)
x 100%; n = 15] e da exatiddo [Exatidao = (medida da concentragio/
concentracio nominal) x 100%, n = 15] o erro obtido foi menor que
2% considerando-se a drea de cada concentrag@o investigada. Para
determinagdo da precisdo e exatidao intra e interdias, cada ponto foi
analisado em quintuplicata em 3 dias nio consecutivos.

O método mostrou-se seletivo podendo distinguir a resposta do
analito de interesse dos demais componentes da amostra. A seleti-
vidade foi estabelecida fazendo-se uso do detector de ultravioleta,
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foto-diodo (operado na regido do UV/Vis) e espectrometro de
massas em sequéncia. Foi calculado para a azadiractina e 3-tigloi-
lazadirachtol o fator de retencio, &, de 4,6 e 5,1, respectivamente.
O fator de separagdo (o) e de retengdo (R ) determinados foram
1,10 e 1,90, respectivamente. A separacdo cromatografica pode ser
observada na Figura 1B.

A seletividade também foi avaliada juntamente com a recupe-
racdo do método através da constru¢do de uma curva de calibragdo
por padronizacdo externa e outra por adi¢do de padrao (Figura 2).

O método de adi¢@o de padrdo consistiu na adi¢ao de quantidades
conhecidas do composto de interesse (50 puL.) de solugdes em diferentes
concentracoes: 50,0; 100,0; 150,0; 200,0 e 300,0 ug mL"! sobre uma
quantidade fixa de sementes de Nim trituradas (25 mg). Depois de
homogeneizar a solu¢do na matriz, todas as amostras foram secas e
extraidas com metanol por centrifugac@o. Os extratos obtidos foram
submetidos aos mesmos procedimentos de pré-tratamento e andlises
descritos para as amostras. Apds serem removidas do cartucho na etapa
de pré-tratamento, as amostras foram secas e reconstituidas com 0,5 mL
de metanol. As concentracdes finais dos padrdes utilizados na constru-
¢do da curva de calibragio foram 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 pg mL".

A curva da calibragdo de padronizagdo por adi¢io de padrdo foi
usada para determinar a recuperaciio do método, permitindo avaliar
o efeito da matriz para diferentes concentra¢des do analito em inves-
tigagdo. Possiveis interferéncias da matriz durante o pré-tratamento
ou perda de seletividade no método produziriam uma modificacio
na inclinagdo da reta. O coeficiente de inclinac@o (a) obtido para as
curvas de calibragdo por padronizacdo externa e adi¢do de padrio
foram 18.717,3 e 18.901,8, respectivamente, com uma aproximacao
superior a 99%. Este resultado demonstra a inexisténcia de interfe-
réncia da matriz, quando submetida ao pré-tratamento por extragdo
em fase sélida, na quantifica¢@o do contetido de azadiractina para as
amostras investigadas.

O limite de quantificagiio do método foi calculado em 3,8 ug mL"!
e o limite de deteccdo em 1,3 ug mL™".

Acdo inseticida do Nim

A eficdcia de um inseticida natural como o Nim estd diretamente
relacionada com a avaliacio da qualidade do produto desenvolvido.
Fatores como sazonalidade, genética, condi¢des ambientais etc. ndo
podem ser controlados para cultivos em grande escala. Extratos pro-
duzidos com sementes coletadas no mesmo periodo em Juazeiro - BA,
Petrolina - PE e Catanduva - SP apresentaram conteidos de azadi-
ractina de 61.698,0, 58.094,0 e 46.403,7 mg kg, respectivamente.

A reprodutibilidade dos resultados em campo e maior eficdcia
do Nim podem ser obtidas através do uso de quantidades especificas
de extratos produzidos em fun¢do do conteido do principio ativo
quantificado. Dependendo da forma de emprego, os extratos de Nim
também podem ser usados no enriquecimento do 6leo de Nim, forma
mais comum de uso, para valores especificos e reprodutivos. Os extratos
alcodlicos podem ser incorporados ao 6leo em quantidades especificas
corrigindo-se, por exemplo, o contetido de azadiractina no produto final
decorrente de variacdes sazonais, mantendo a reprodutibilidade dos
lotes e eficdcia do produto final. A Figura 3 mostra os cromatogramas
de andlises de 6leos de Nim enriquecidos com extratos com contetdo
reprodutiveis de azadiractina para 1.000, 2.000 e 4.000 mg kg™'.

A técnica de enriquecimento € um processo simples que consiste
em incorporar ao 6leo de Nim quantidades conhecidas de extratos,
elevando o teor de azadiractina a valores especificos e reprodutivos,
garantindo a homogeneidade e reprodutibilidade do produto final no
controle de pragas.'® Todavia, tal desenvolvimento e sua avaliagio s6
sdo permitidos através do uso de ferramentas de controle de qualidade
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura 3. Cromatogramas de dleos de Nim com 1.000, 2.000 e 4.000 mg kg™'.
CLAE operado conforme pardmetros descritos na Figura 1

A andlise cromatografica dos extratos preparados permitiu de-
terminar a quantidade de azadiractina em cada um deles (Tabela 1).
A andlise das sementes usadas no preparo dos extratos revelou um
contetido de azadiractina de 2.348,5 mg kg'. Assim, conhecendo o
rendimento de cada extrato e comparando os resultados quantitati-
vos obtidos com o resultado da andlise da semente se determinou a
eficiéncia de extragido dos métodos investigados.

Entre os métodos analisados os que apresentaram melhor efici-
éncia foram os MHE (fracdo etanélica) (100,1%), ME (100,1%) e
MEA (99,1%) onde foram usados etanol. Os resultados obtidos com
as extragdes ME e MEA descartam a necessidade de uma extracdo
inicial com n-hexano. Portanto, os métodos ME e MEA indicam
economia e vantagem em relagdo ao custo ¢ ao meio ambiente.
Contudo, estes extratos ndo se apresentaram homogéneos devido a
presenca de 6leo de Nim, parcialmente extraido pelo etanol, enquanto
no método de extracdo a, obteve-se um extrato seco e homogéneo.
Assim, o método MHE ¢€ indicado para o preparo de extratos sélidos
sem a necessidade futura de técnicas de fracionamento e separag@o.
O uso deste extrato seco em formulagdes apresenta vantagens em
rela¢@o ao uso da planta em p6, tais como uma maior concentragao
de principios ativos, a possibilidade de padroniza¢do do contetdo,
melhorar a biodisponibilidade e menor contamina¢@o microbiana.

A importancia do controle de qualidade sobre a reprodutibilidade
da a¢do de um inseticida natural como o Nim foi investigada através de
ensaios utilizando como alvo S. frugiperda. Ap6s serem particionados
pararemocdo do 6leo, cada extrato foi ensaiado nas concentragdes de
100, 250 e 1000 mg de extrato para 1000 g de dieta. Os novos teores
de azadiractina ensaiados, obtidos apds a parti¢do, também podem
ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Teor de azadiractina (Aza.) nos extratos de Nim e nas amostras
ensaiadas em S. frugiperda ap6s serem particionadas

Teor calculado de Teor de Aza.
Teor de Aza* 4 Eficiéncia de  amostras
Extrato i Aza. nas sementes - ..
(mg kg! extrato) (mg ke) extragdo (%) particionadas
£re (mg kg'!)
MHE 32.480,3 2.351,2 100,1 32.480,3
MM 4.094,3 1.274,8 54,3 12.070,8
ME 2.633,5 2.350,5 100,1 21.046,9
MEA 33114 2.328,1 99,1 19.534,8
EU 1.542,6 1.330,2 56,6 29.464,6
EC 1.719,9 1.058,1 45,1 1.385,0
MV 2.267,8 1.361,6 58,0 18.459,2

* Os coeficientes de variacdo entre quantidade de extrato obtido e andlise
cromatografica (triplicatas) foram inferiores a 5 e 12%, respectivamente.

Quim. Nova

Os extratos que foram incorporados a dieta artificial numa concentra-
¢io de 100 mg kg! de dieta demonstraram uma tendéncia em alongar a
fase larval em 10,1 dias para as lagartas alimentadas com a dieta tratada
com o extrato EU a 100 mg kg, em relacdo ao controle (Tabela 2). O
extrato MHE apresentou 100% de mortalidade e o extrato EC ndo se
mostrou eficiente nesta concentragdo. Uma maior duragdo da fase lar-
val, em campo, deixard o inseto por mais tempo propenso ao ataque de
parasitoides, predadores e entomopatdgenos, provocando ainda maior
competi¢do pelo alimento. Os adultos que emergirdo desses individuos
terdo assincronia com a populagio normal e, consequentemente, a c6-
pula serd dificultada ou quando existir tenderd a consanguinidade pelo
acasalamento de individuos da mesma geragdo. Também serd diminuido
o niimero de geracgdes do inseto no ciclo agricola.”

Tabela 2. Médias da durac@o (dias) das fases larval e pupal, mortalidade
(%) da fase larval e médias do peso pupal (mg) de Spodoptera frugiperda
alimentadas com dieta artificial tratadas com os extratos de A. inidica em
concentragdo de 100 mg kg

Concentragio ~ Fase Larval ~ Fase Pupal  Peso Pupal ~ Fase Larval
100 mg/kg Duragio (dias) Duragio (dias) (mg)  Mortalidade (%)
EU 27,67 11,50 171,67 70,00

MV 17,80 11,00 251,60 60,00
MEA 19,12 10,62 217,12 20,00

ME 15,89 10,11 276,78 10,00

MM 16,10 10,00 267,90 10,00
Controle 17,56 9,56 267,89 10,00

Temperatura: 25+2 °C; UR: 70 + 5%; Fotofase de 12 h.

O prolongamento da fase larval relaciona-se geralmente com
o crescimento mais lento e pouca ingestdo de alimento, por existir
neste um ou vdrios aleloquimicos t6xicos ou por ocorrer desbalanco
nutricional. Em campo, o crescimento lento das lagartas levard a um
menor consumo de alimento, ocasionando menor dano nas plantas.?
Além da tendéncia em alongar a fase larval, as lagartas criadas com a
dieta artificial tratada com o extrato EU a 100 mg kg apresentaram
uma diminui¢éo do peso pupal de aproximadamente 96,2 mg. Menor
peso de pupas indica menor consumo de alimento ou menor eficiéncia
de conversdo do alimento ingerido, possivelmente devido a presenga
de deterrentes ou auséncia de fagoestimulantes.® O prolongamento
do periodo de desenvolvimento e a diminui¢ao do peso das pupas nos
individuos sobreviventes neste trabalho indicam que, além de inibir o
crescimento larval, € possivel que também tenha ocorrido inibi¢ao na
alimentacgio ou menor eficiéncia de conversdo do alimento ingerido,
o que, segundo Tanzubil e Mccaffery, ocorre quando os insetos sdo
sujeitos a altas doses de substancia toxica.”> Além disso, a duragdo da
fase larval e o peso das lagartas apresentarem as mesmas tendéncias €
um fato que ocorre frequentemente nos estudos de biologia de insetos.**

Analisando a Figura 4, observa-se que somente as lagartas ali-
mentadas com a dieta artificial tratada com o extrato MHE (100,0
mg kg') apresentaram 100% de taxa de mortalidade larval, seguido
pelo extrato EU que apresentou taxa de mortalidade larval de 70%.

Nestes resultados se observa que a taxa de mortalidade larval
¢é diretamente proporcional ao conteido de azadiractina no extrato
usado. Tais resultados confirmam a necessidade de controle sobre
o conteddo de azadiractina, garantindo a reprodutibilidade da acdo
inseticida desejada nos produtos a serem comercializados.

As amostras ensaiadas com 250 mg de extrato em 1000 g de dieta
novamente demonstram a relacdo entre conteido de azadiractina e
acdo inseticida. Ao aumentar a dosagem, melhorou a taxa de morta-
lidade. Pode-se observar na Figura 4 que o extrato menos ativo foi o
EC, o qual apresentou menor conteido de azadiractina (Tabela 3) na
dieta. Observa-se que praticamente todas as dietas que continham um
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Figura 4. Médias da mortalidade da fase larval (%) de lagartas de S. fru-
giperda alimentadas com dieta artificial tratadas com extratos de A. indica
a 100,0 e 250,0 mg kg™

Tabela 3. Teor de azadiractina presente na dieta administrada a S. frugiperda

Teor de Azadiractina (mg kg™')

Extrato 100 mg kg \ 250 mg kg \ 1.000 mg kg!
(Extrato/Dieta) (Extrato/Dieta)  (Extrato/Dieta)
MHE 32 8,1 32,5
MM 1,2 3,0 12,1
ME 2,1 53 21,0
MEA 2,0 49 19,5
EU 2,9 7.4 29,5
EC 0,1 0,3 1,4
MV 1,8 4,6 18,5

teor de azadiractina superior a 3,0 ug kg! de dieta causaram 100%
de mortalidade.

Ao se incorporar os extratos de Nim a dieta artificial para S.
Sfrugiperda a 1.000 mg kg™!, todos os extratos ensaiados apresentaram
aproximadamente 100% de taxa de mortalidade larval. O extrato EC,
com 1,4 ug kg! de azadiractina na dieta apresentou 90% de mortali-
dade somente apds 15 dias.

CONCLUSOES

Os principais produtos de Nim comercializados sdo 6leos e
extratos. O controle de qualidade destes produtos pode ser realizado
por diversas técnicas cromatogréficas. O método desenvolvido e
validado utilizando CLAE-UV demonstrou elevada seletividade e
sensibilidade para a azadiractina. O método mostrou-se reprodutivo
podendo ser aplicado nas andlises de sementes, extratos e 6leos de
Nim possibilitando o aprimoramento da qualidade dos produtos e
reprodutibilidade da ag@o inseticida. O conhecimento do teor de
azadiractina presente nos extratos ensaiados sobre a S. frugiperda
permitiu estipular uma concentracdo minima de azadiractina igual a
3,0 ug kg! de dieta para obter 100% de mortalidade.
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