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ABSTRACT 

For pest control, large amounts of agrochemicals are continuously used which often 
have adverse effects on the environment and human health. This fact has motivated 
the search for less impacting alternatives. In this scenario, several mechanisms are 
being studied in order to minimize these damages, such as the development of 
carrier systems using biodegradable polymers and proteins. In addition, the use of 
botanical insecticides has also shown potential for pest control, due to the possible 
lower impacts caused by these products of natural origin. Therefore, the present 
work describes the preparation and characterization of a nanobiopesticide based on 
neem oil-loaded zein nanoparticles, together with evaluation of their toxicity towards 
nontarget organisms (using Allium cepa, soil nitrogen cycle microbiota, and 
Caenorhabditis elegans) and of their phytotoxicity (Phaseolus vulgaris). In addition 
the biological activity of this new system on agricultural pests (Acanthoscelides 
obtectus, Bemisia tabaci and Tetranychus urticae) were also carried out. The 
spherical nanoparticles showed an average diameter of 278 ± 61.5 nm, a high 
encapsulation efficiency (>80%) and a good stability during the experiments. In the 
toxicity assays with A. cepa, the neem oil-loaded zein nanoparticles mitigated the 
increase in the DNA relative damage index caused by the neem oil. Molecular 
genetic analysis of the soil nitrogen cycle microbiota revealed that neem oil-loaded 
zein nanoparticles did not change the number of genes which encode nitrogen-fixing 
enzymes and denitrifying enzymes. In C. elegans, the neem oil-loaded zein 
nanoparticles had no toxic effect, while neem oil interfered with pharyngeal pumping 
and GST-4 protein expression. Pre- and post-emergence treatments using this new 
system did not cause any phytotoxic effects towards P. vulgaris. The neem oil 
nanobiopesticide exhibited insecticidal effects on B. tabaci and T. urticae, while the 
effect against A. obtectus was significantly increased, compared to plain neem oil. 
Using labeled nanoformulations, it was possible to identify the exposure between 
nanobiopesticide and A. obtectus mainly by their ventral region with prominence to 
the legs and mouthparts. These neem oil-loaded zein nanoparticles showed 
promising results as a nanobiopesticide developed with the "safer by design" 
strategy which gives it great potential for use in pest control in sustainable 
agriculture, causing less impacts on the environment and human health. 

Keywords: Nanobiopesticide. Neem oil. Nanotoxicity. Phytotoxicity. Biological 
activity. Pest control. Sustainable agriculture. 
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RESUMO 

Para o controle de pragas, contínuamente se faz o uso de elevadas quantidades 
de agroquímicos que muitas vezes possuem efeitos adversos tanto para o ambiente 
quanto para a saúde humana. Este fato tem motivado a busca por alternativas 
menos impactantes. Neste cenário, diversos mecanismos estão sendo estudados 
a fim de minimizar estes danos, como por exemplo, o desenvolvimento de sistemas 
carreadores utilizando polímeros biodegradáveis e proteínas. Aliado a isto, a 
utilização de inseticidas botânicos também tem demonstrado potencialidade para o 
combate a pragas, devido aos possíveis menores impactos causados por esses 
produtos de origem natural. Portanto, o presente trabalho descreve o preparo e 
caracterização de um nanobiopesticida baseado em nanopartículas de zeína 
carreadas com óleo de neem junto com a avaliação da sua toxicidade contra 
organismos não alvos (usando Allium cepa, microbiota do solo envolvida no ciclo 
do nitrogênio e Caenorhabditis elegans) e da sua fitotoxicidade (usando Phaseolus 
vulgaris). Ademais, a atividade biológica desse novo sistema em pragas agrícolas 
(Acanthoscelides obtectus, Bemisia tabaci and Tetranychus urticae) também foi 
investigada. As nanopartículas esféricas apresentaram diâmetro médio de 278 ± 
61,5 nm, alta eficiência de encapsulação (> 80%) e boa estabilidade durante os 
experimentos. Nos ensaios de toxicidade com A. cepa, as nanopartículas de zeína 
carregadas com óleo de neem mitigaram o aumento do índice de danos relativo ao 
DNA causado pelo óleo de neem. A análise genética molecular da microbiota do 
solo envolvida no ciclo do nitrogênio revelou que as nanopartículas de zeína 
carreadas de óleo de neem não alteraram o número de genes que codificam 
enzimas fixadoras de nitrogênio e enzimas desnitrificantes. Em C. elegans, as 
nanopartículas de zeína carreadas com óleo de neem não tiveram efeito tóxico, 
enquanto o óleo de neem interferiu no bombeamento faríngeo e na expressão da 
proteína GST-4. Este novo sistema não causou nenhum efeito fitotóxico em P. 
vulgaris em tratamentos pré e pós-emergentes. O nanobiopesticida e o óleo de 
neem exibiram efeito inseticida sobre B. tabaci e T. urticae e o nanobiopesticida 
aumentou significativamente o efeito inseticida em A. obtectus comparado ao óleo 
de neem. Utilizando nanoformulações marcadas, foi possível identificar a exposição 
entre o nanobiopesticida e A. obtectus, principalmente por sua região ventral, com 
destaque para as pernas e partes bucais. Estas nanopartículas de zeína carreadas 
com óleo de neem mostraram resultados promissores como nanobiopesticida 
desenvolvido com a estratégia "safer by design" o que lhe confere grande 
potencialidade de uso no controle de pragas na agricultura sustentável, causando 
menores impactos ao meio ambiente e à saúde humana. 

Palavras-chave: Nanobiopesticida. Óleo de Neem. Nanotoxicidade. Fitotoxicidade. 
Atividade Biológica. Agricultura sustentável. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A expectativa em relação ao aumento da população mundial é alarmante. 

De acordo com estimativas realizadas pelas Nações Unidas, a população mundial 

atingiu 7,7 bilhões no ano de 2017, e a previsão é que este número cresça para 

perto de 9,8 bilhões até 2050. Consequentemente, haverá uma maior demanda por 

alimentos, e a previsão é que seja necessário um aumento de 50% na produção de 

alimentos (FAO 2017). De acordo com Zhang et al. (2018), 187 milhões de 

toneladas métricas de fertilizantes e quase 4 milhões de toneladas de pesticidas 

são consumidos anualmente pela agricultura. O uso intensivo de pesticidas 

apresenta sérios riscos à saúde ambiental e humana, como contaminação da água 

e solo, desenvolvimento de pragas resistentes, acúmulo de resíduos tóxicos nos 

alimentos, bem como efeitos em organismos não-alvos (Sankoh et al. 2016). Com 

isso, outras estratégias devem ser adotadas para suprir a necessidade agrícola 

evitando causar prejuízos a outros setores, como a utilização de defensivos 

agrícolas a base de compostos naturais (biopesticidas), que podem ser pós e 

extratos botânicos e/ou óleos essenciais de origem vegetal. Os biopesticidas 

podem apresentar diversos mecanismos de ação como inibição de ovoposição, 

alimentação, alteração no desenvolvimento, movimento, podem causar infertilidade 

e afetar hormônios, e geralmente apresentam baixa à moderada toxicidade para 

organismos não alvos e prejuízos ao ambiente (Isman and Grieneisen, 2014; 

Rehman et al. 2014; Benelli and Pavela, 2018; Oliveira et al., 2018b). 

O óleo de neem tem sido usado há séculos como planta medicinal na Ásia. 

Atualmente, o uso de seus extratos se destaca como inseticida natural, prática que 

se intensificou nos últimos 30 anos, quando seu principal composto, a azadiractina, 

foi isolado (Mossini and Kemmelmeier, 2005). Além da azadiractina, o óleo de neem 

é constituído por mais de 300 compostos ativos, a maioria triterpenos, que 

apresentam eficiência contra uma vasta gama de pragas pelo seu amplo espectro 

de ação (Campos et al., 2016; Chandramohan et al., 2016). Porém, apesar da 

potencialidade destes compostos, a sua utilização pode ser limitada na agricultura 

pois possuem alta sensibilidade à luz, umidade, temperatura e também à 

degradação por microrganismos (Campos et al. 2016).  
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A utilização da nanotecnologia para o desenvolvimento de sistemas 

nanoestruturados tem emergido como uma estratégia promissora e necessária a 

ser empregada na agricultura, uma vez que pode conferir aumento de solubilidade, 

eficácia, estabilidade e biodisponibilidade ao composto bioativo, bem como redução 

da sua degradação precoce, da dose necessária e da toxicidade a organismos não 

alvos, assim maximizando a produção agrícola e aumentando a sustentabilidade 

(Borgatta et al., 2018; Kah et al., 2019; Lowry et al., 2019). Os sistemas 

nanoestruturados podem ser produzidos a partir de diversas matrizes poliméricas 

e proteínas através de diversas metodologias de sínteses. A quitosana e a zeína 

são exemplos de matrizes usadas na produção de nanomateriais para aplicação na 

agricultura e têm apresentado resultados promissores (Mittal et al., 2013; Campos 

et al., 2014; Bautista-Banos et al., 2016; Oliveira et al., 2018a, 2018b, 2019). 

A limitada quantidade de informações sobre a segurança do uso de 

nanopartículas gera preocupações à medida que vários nanomateriais são 

atualmente sintetizados em larga escala, comercializados, manipulados e 

descartados no ambiente sem controle ou regulamentação. Não são definidos os 

potenciais riscos desses nanomateriais aos seres humanos e ao ecossistema. Uma 

vez que a nanoencapsulação é capaz de modificar as propriedades e o 

comportamento dos compostos, é necessário que todo novo sistema 

nanoestruturado seja investigado para garantir segurança em seu uso. Assim, 

devem ser realizados ensaios para avaliar seu comportamento no ambiente e 

possível toxicidade utilizando organismos alvos e não alvos, visando a 

regulamentação do uso de nanobiopesticidas na agricultura sustentável (Campos 

et al., 2018a, 2018b; Fraceto et al., 2016; Pascoli et al., 2018a, 2018b; Kah et al., 

2019; Prajitha et al., 2019). O novo sistema deve ser sempre comparado com os 

pesticidas comerciais e os novos riscos e benefícios emergentes devem ser muito 

bem investigados. Nesse viés, se faz necessário destacar que para a aplicabilidade 

da nanotecnologia na agricultura ser bem-sucedida é imprescindível um trabalho 

multidisciplinar no desenvolvimento da formulação, bem como o envolvimento do 

próprio agricultor para que se alcance seu objetivo, e da própria sociedade para a 

aceitação da nova tecnologia (Kah et al., 2019; Pascoli et al., 2019). 

Desta forma, o objetivo principal da presente tese foi preparar e caracterizar 

um novo sistema carreador baseado na matriz natural zeína para carrear o 
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composto óleo de neem. Também foram investigados os possíveis efeitos tóxicos 

do nanobiopesticida a organismos não alvos (Allium cepa, microbiota do solo 

envolvida no ciclo do nitrogênio, Caenorhabditis elegans e  Phaseolus vulgaris) e 

sobretudo avaliada a atividade biológica deste novo sistema a diferentes pragas 

agrícolas (Acanthoscelides obtectus, Bemisia tabaci and Tetranychus urticae). A 

tese está estruturada em quatro capítulos, os quais são compostos por artigos 

publicados e/ou submetidos à periódicos científicos internacionais. 

Os dois primeiros capítulos constituem a revisão bibliográfica da tese. No 

primeiro capítulo é apresentada uma revisão de literatura onde se aborda o 

potencial uso do óleo de neem. O artigo descreve os compostos ativos do óleo de 

neem, bem como seu amplo espectro de aplicação que vai da saúde à agricultura. 

A respeito do seu uso na agricultura, é apresentado um levantamento dos produtos 

comerciais que contém o óleo de neem como principal composto ativo, seu modo 

de ação contra diversas pragas e as limitações de seu uso em campo. Contudo, 

essas limitações abrem perspectivas de que a nanotecnologia possa ser uma 

potente aliada em seu uso.  

Já no segundo capítulo, é encontrado um “mini-review” que visa descrever 

as diversas metodologias de síntese de nanopartículas de zeína, sobretudo 

estratégias para melhorar a estabilidade coloidal destas formulações. Composto 

por trabalhos ciêntíficos recentes, este trabalho pontua uma lacuna nos artigos a 

respeito de nanopartículas de zeína uma vez que muitos deles não avaliam a 

estabilidade destas nanopartículas em função do tempo, ou demonstram baixa 

estabilidade coloidal do sistema. As estratégias para se obter um sistema de 

nanopartículas de zeína com boa estabilidade coloidal vão desde tratamento 

térmico da proteína, até recobrimento da partícula e condições de armazenamento. 

Os dois últimos capítulos constituem de artigos com os resultados do nosso 

trabalho. O terceiro capítulo mostra o desenvolvimento do nanopesticida à base 

de óleo de neem como uma formulação ambientalmente amigável para aplicações 

na agricultura sustentável. O artigo descreve o preparo e caracterização do novo 

sistema, bem como são apresentados ensaios de toxicidade em organismos não 

alvos (Allium cepa, microbiota do solo envolvida no ciclo do nitrogênio, 

Caenorhabditis elegans). Os ensaios com A. cepa mostraram redução no índice de 
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danos relativos causado pelo composto ativo devido a nanoencapsulação e em C. 

elegans, o nanobiopesticida não apresentou efeito tóxico ao nematóide enquanto o 

óleo de neem interferiu de maneira negativa no bombeamento faríngeo e na 

expressão da proteína GST-4.  

No quarto capítulo, é apresentada a síntese e caracteização das 

formulações de nanopartículas de zeína em função do tempo de estocagem, bem 

como a avaliação dos possíveis impactos em organismos alvos e não alvos. A 

fitotoxicidade foi investigada em Phaseolus vulgaris e a atividade biológica foi 

avaliada contra as pragas agrícolas Acanthoscelides obtectus, Bemisia tabaci e 

Tetranychus urticae. O nanobiopesticida aumentou significativamente o efeito 

inseticida em A. obtectus comparado ao óleo de neem. Utilizando nanoformulações 

marcadas com rodamina, foi possível identificar a exposição entre o 

nanobiopesticida e os besouros, principalmente pelo seu tegumento. 

Por fim, o ítem conclusão geral e perspectivas completam a tese.   
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CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 

O modelo agrícola atual tem capacidade de gerar alimentos para quase oito 

bilhões de pessoas, contudo, com o esperado aumento populacional e 

consequentemente o aumento pela demanda da produção agrícola, esse sistema 

não será capaz de suprir as necessidades da população. Novos sistemas agrícolas 

produtivos e sustentáveis serão necessários para maximizar a produção de 

alimentos e outros recursos primordiais, e um setor promissor para alcançar esse 

objetivo é a associação da nanotecnologia a biopesticidas. O termo 

nanobiopesticida vem sendo utilizado para definir essa nova tecnologia, e embora 

existam diversos estudos relacionados a eles, a expansão de seu uso ainda é 

limitada por ausência de marcos regulatórios, de padronização da composição dos 

biopesticidas bem como da definição do risco do uso das nanoformulações. Desta 

forma, é importante destacar a importância deste trabalho onde além do 

desenvolvimento e caracterização de um novo sistema nanoparticulado foi avaliada 

a sua atividade biológica contra pragas agrícolas, bem como investigado seu 

potencial risco tanto para células vegetais, micróbios e nematóides não alvos. 

As formulações de nanopartículas de zeína carreadas com óleo de neem 

obtidas neste trabalho apresentaram formato esférico, com diâmetro médio de 278 

± 61,5 nm, índices de polidispersão e SPAN característicos de formulações estáveis 

(abaixo de 0,2 e próximo de 1 respectivamente), alta eficiência de encapsulação (> 

80%) e sobretudo boa estabilidade nas condições experimentais e em função do 

tempo de armazenamento.  

Pela estratégia “safer by design”, iniciamente os possíveis impactos 

ecotóxicos deste novo sistema foram avaliados em organismos não alvos e 

apresentaram resultados bastante oportunos. As nanopartículas de zeína 

demonstraram capacidade em diminuir esses efeitos tóxicos causados pelo óleo de 

neem em A. cepa, e cessar esses efeitos em C. elegans bem como não 

apresentaram nenhum efeito de fitotoxicidade na germinação, morfologia, clofrofila 

a, trocas gasosas ou estresse oxidativo em P. vulgaris e no número de genes que 

codificam enzimas fixadoras de nitrogênio e enzimas desnitrificantes. 

Posteriormente a essa avaliação de risco do nanobiopesticida, seu efeito e o do 

óleo de neem foram mostrados nas pragas agrícolas B. tabaci e T. urticae, e a 

atividade biológica mais promissora correu contra A. obtectus, onde o 
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nanobiopesticida aumentou significativamente a mortalidade da praga em 

comparação ao óleo de neem. Por fim, com nanoformulações marcadas com 

rodamina, foi possível identificar a exposição entre o nanobiopesticida e A. 

obtectus, com destaque para a região ventral, pernas e partes bucais 

Desta forma, esse sistema com base em nanopartículas de zeína carreadas 

com óleo de neem apresentaram boas características coloidais, baixa toxicidade a 

organismos não alvos e eficiência no controle de pragas agrícolas e assim 

demonstram potencialidade de seu uso na proteção de culturas na agricultura 

sustentável, auxiliando no progresso da produção agrícola, sobretudo na 

segurança ambiental e alimentar. Entretanto, é importante ainda destacar que mais 

trabalhos devem ser desenvolvidos para que esse nanobiopesticida possa ser 

comercialmente utilizado com segurança e estes devem apresentar uma 

abordagem multidisciplinar que reconheçam seus mecanismos de ação, seus 

possíveis efeitos a nível celular e divulguem de forma clara seus benefícios, riscos 

e correta forma de manejo aos agricultores e população. 

 

Figura 1: Esquema representativo dos principais resultados da tese. Fonte das 

fotografias dos organismos alvos A. obtectus, B. tabaci e T. urticae: google 

imagens. 
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