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RESUMO

Um dos grandes desafios do setor agropecuario é o controle de pragas, que
causam prejuizos de bilhdes de délares por ano apenas no Brasil. Os pesticidas
sintéticos, além de provocarem danos significativos aos ecossistemas, tém
perdido eficacia devido ao desenvolvimento de resisténcia pelos insetos-praga.
No Brasil, anualmente, cerca de 700 milhdes de toneladas de residuos
agroindustriais sdo inadequadamente descartados, resultando em impactos
ambientais negativos, como emissdes de gases de efeito estufa e contaminacao
do solo e da agua. A implementacéo de tecnologias como a pirélise lenta poderia
contribuir para mitigar essa situacdo. O objetivo da pesquisa foi avaliar o
potencial pesticida de produtos liquidos da pirélise lenta de quatro diferentes
biomassas provenientes de residuos agroindustriais, utilizando dois modelos:
Alphitobius diaperinus, uma praga avicola, com o ensaio de toxicidade por
contato, e Rhyzopertha dominica, uma praga que afeta produtos armazenados,
com o ensaio de toxicidade por fumigacao. Além disso, foram realizados testes
de ecotoxicidade em organismos nao-alvo, como o0 microcrustaceo Daphnia
magna com o ensaio de imobilidade aguda, e a espécie vegetal Allium cepa com
a analise da germinacdo, massa e tamanho das raizes. Os resultados revelaram
gue o bio-6leo da biomassa Cdb demonstrou alta eficacia contra R. dominica,
com uma DLso de 470 mg/L@n apos 96 horas, além de toxicidade para D. magna
(CEso: 71,8 mg/L) e A. cepa. Em relagédo a biomassa Licuri, as trés conversdes
apresentaram uma padronizacdo na taxa de mortalidade. As fracbes A3 e A4
foram toxicas para A. diaperinus, com DlLso de 2,5 e 2,3 mg/cmz,
respectivamente. Ja as fracbes A1 e A2 mostraram alta toxicidade contra R.
dominica, com DLso de 285,8 e 293,9 mg/Lr), respectivamente. As fragdes A3,
A4, A5 e o bio-6leo demonstraram toxicidade para D. magna, enquanto todos os
produtos, exceto a fracdo Al, foram considerados toxicos para A. cepa. No caso
da biomassa TSM, as trés conversdes de cada temperatura mostraram uma
padronizacdo na taxa de mortalidade, sendo a converséao a 400°C ligeiramente
mais toxica para R. dominica. As fragdes TSM 300 e TSM 400 foram eficazes
contra R. dominica, com DLso de 130,8 e 124,7 mg/Lan, respectivamente. Ambas
as fracbes demonstraram toxicidade para D. magna, com CEso de 16,3 e 19,7
mg/L, e para A. cepa. No que se refere a biomassa CAb, os produtos de pirdlise
nao apresentaram um desempenho satisfatério contra adultos de A. diaperinus.
No entanto, o bio-6leo da CAb revelou alta eficacia contra R. dominica, mas
somente em doses mais altas, com um DLso de 370,3 mg/L@n. Além disso, ele
demonstrou elevada toxicidade para D. magna, com ECso de 14,2, e para A.
cepa. Todos os bio-6leos testados foram considerados tdxicos para 0S
organismos ndo alvo. As fracBes aquosas tém potencial para se tornarem
promotores do crescimento de plantas, devido a sua baixa toxicidade, embora a
concentracdo ainda precise ser ajustada. Mais estudos sdo necessarios,
especialmente para avaliar a composi¢do quimica desses produtos, a fim de
entender melhor seus mecanismos de acdo e seu potencial como agentes
pesticidas.

Palavras Chave: Economia Circular, Aproveitamento de Residuos, Manejo
Integrado de Pragas, Biopesticidas, Biofertilizantes.
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ABSTRACT

One of the major challenges in the agricultural sector is pest control, causing
billions of dollars in losses each year in Brazil alone. Synthetic pesticides, besides
causing significant harm to ecosystems, have become less effective due to the
development of resistance by pest insects. Annually in Brazil, approximately 700
million tons of agro-industrial waste are improperly discarded, resulting in
negative environmental impacts such as greenhouse gas emissions and
contamination of soil and water. The implementation of technologies like slow
pyrolysis could help mitigate this situation. The research aimed to evaluate the
pesticide potential of liquid products from slow pyrolysis of four different biomass
sources derived from agro-industrial waste, using two models: Alphitobius
diaperinus, a poultry pest, with contact toxicity assay, and Rhyzopertha dominica,
a pest affecting stored products, with fumigation toxicity assay. Additionally,
ecotoxicity tests were conducted on non-target organisms such as the
microcrustacean Daphnia magna with acute immobility assay, and the plant
species Allium cepa with germination, mass, and root size analysis. Results
revealed that the bio-oil from the Cdb biomass demonstrated high efficacy
against R. dominica, with a LDso of 470 mg/L(air) after 96 hours, as well as toxicity
to D. magna (ECso: 71.8 mg/L) and A. cepa. Regarding the Licuri biomass, all
three conversions showed a standardization in the mortality rate. Fractions A3
and A4 were toxic to A. diaperinus, with LDso of 2.5 and 2.3 mg/cm?, respectively.
Fractions A1 and A2 showed high toxicity against R. dominica, with LDso of 285.8
and 293.9 mg/L(air), respectively. Fractions A3, A4, A5, and the bio-oil showed
toxicity to D. magna, while all products, except fraction Al, were considered toxic
to A. cepa. In the case of the TSM biomass, all three conversions at each
temperature showed standardization in the mortality rate, with the conversion at
400°C being slightly more toxic to R. dominica. TSM 300 and TSM 400 fractions
were effective against R. dominica, with LDso of 130.8 and 124.7 mg/L(air),
respectively. Both fractions showed toxicity to D. magna, with ECso of 16.3 and
19.7 mg/L, and to A. cepa. Regarding the CAb biomass, pyrolysis products did
not perform satisfactorily against adult A. diaperinus. However, the CAb bio-oil
showed high efficacy against R. dominica, but only at higher doses, with an LDso
of 370.3 mg/L(air). Additionally, it demonstrated high toxicity to D. magna, with
ECso of 14.2, and to A. cepa. All tested bio-oils were considered toxic to non-
target organisms. Aqueous fractions have the potential to become plant growth
promoters due to their low toxicity, although the concentration still needs
adjustment. Further studies are necessary, especially to evaluate the chemical
composition of these products, in order to better understand their mechanisms of
action and their potential as pesticide agents.

Keywords: Circular Economy, Waste Utilization, Integrated Pest Management,

Biopesticides, Biofertilizers.
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1.INTRODUCAO

O crescimento projetado da populacdo mundial nas proximas décadas traz
desafios para a seguranca alimentar global. Estima-se que a populagéo chegara
a 9,8 bilhdes em 2050, um acréscimo de 2 bilhdes desde 2016. Combater a fome
e garantir o acesso universal a alimentacdo adequada sdo objetivos centrais,
conforme estabelecido pelos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
2 da Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), que busca erradicar a fome até
2030. Porém, a busca para alcancar essa meta foi dificultada pela pandemia de
COVID-19, crise climatica e conflitos geopoliticos recentes (FAO, 2023). Mais do
gue aumentar a producdo, o maior obstaculo & promover sistemas alimentares
sustentaveis e igualitarios, capazes de prover comida de qualidade para todos.

Historicamente, o aumento da produtividade agricola dependia da
expansdo de areas cultivadas e, consequentemente, o desmatamento de novas
areas (OECD-FAO, 2020). Atualmente, isso ndo é mais necessario, ja que 0s
avancos técnicos e cientificos permitem aumentar a produtividade sem ampliar
a area plantada (EMBRAPA, 2022). O desenvolvimento de maquinario,
fertilizantes, irrigacéo, variedades de plantas e outras tecnologias, viabilizou
ganhos de produtividade por area (WORLD BANK, 2020). Dessa forma, €
possivel ampliar a producdo preservando areas naturais, mitigando impactos
ambientais. Na avicultura, a biotecnologia é uma ferramenta para o
desenvolvimento de medicacdo animal, melhoramento genético, alimentacao
balanceada e cruzamento de ragas. Essas inovagOes permitiram alta
produtividade em espacos reduzidos, com diminuicdo de custos e aumento da
lucratividade. Paises que investem em pesquisa e desenvolvimento
biotecnolégico no setor agropecuario alcangcam niveis elevados de producao
mesmo em condi¢Bes desfavoraveis, como o clima. Nesse sentido, também
houve um crescimento das pesquisas e estudos ligados a producado agricola e
avicola no Brasil, principalmente nos ultimos vinte anos (BURT, 2002; QUEIROZ
et al., 2022; SCHMIDT & DA SILVA, 2018).

O agronegécio desempenha um papel importante para a economia
brasileira desde o periodo colonial, impulsionando o povoamento do territério e

o desenvolvimento do pais. Atualmente, o setor responde por cerca de 20% do
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Produto Interno Bruto (PIB) nacional e por mais da metade do total exportado
pelo Brasil (CEPEA & CNA, 2023). Dados do ultimo Censo Agropecuario em
2017 apontam a existéncia de mais de 5 milhdes de estabelecimentos rurais que
geram emprego e renda para aproximadamente 15 milhdes de brasileiros.
Impulsionado por avancos tecnolégicos nas Ultimas décadas, o Brasil se
consolidou como grande produtor e exportador de commodities agropecuarias.
O pais se destaca globalmente como maior produtor e exportador de café,
acucar, suco de laranja e etanol (CONAB, 2023). Além disso, figura entre os
principais players mundiais em culturas estratégicas como soja, milho, algodao
e carnes bovina, suina e de frango. O agronegoécio tem papel central na pauta
de exportacdes nacionais e € peca chave para o equilibrio da balanca comercial
brasileira (CONTINI et al., 2022).

Apesar de sua importancia econdémica e produtiva, o agronegdcio brasileiro
ainda ndo conseguiu equacionar questdes sociais crénicas como a desigualdade
no acesso aos alimentos e a fome. Erradicar a fome no mundo até 2030 é uma
das metas dos ODS estabelecidos pela ONU em 2015. No entanto, mesmo
sendo um dos trés maiores produtores agricolas do planeta, o Brasil voltou a
figurar no mapa da fome mundial em 2022, apos 8 anos fora dele. Segundo a
ONU, atualmente 28,9% da populacdo brasileira vive em situacdo de
inseguranca alimentar, ou seja, ndo tem acesso pleno e permanente a alimentos.
O contraste entre a capacidade produtiva do agronegécio e a parcela da
populacdo que ainda passa fome devido a pobreza e desigualdade social expde
um dos maiores desafios a serem enfrentados pelo pais (FAO, 2023).

Nesse contexto de tensédo entre producdo agricola e fome, os estoques
reguladores publicos voltam a ser uma estratégia fundamental. Os estoques
reguladores séo reservas estratégicas de alimentos geridas pelo governo com o
objetivo de garantir a oferta interna e mitigar flutuacdes excessivas de precos.
Porém, na Uultima década, os estoques brasileiros foram drasticamente
reduzidos. Considerando uma cesta de seis graos basicos, a média anual de
estoques despencou 96% entre 2010 e 2022, de acordo com dados da CONAB.
Apés um longo hiato, o instrumento voltou a ser utilizado pelo governo federal
em 2023, com foco inicial em arroz, milho e feijdo. Seu gerenciamento adequado
pode ajudar o pais a enfrentar o paradoxo de ser um gigante agricola e ainda
conviver com fome e inseguranca alimentar (DIEESE, 2023; CONAB, 2023).
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Apesar dos avancos biotecnoldgicos, o controle de pragas e doencas ainda
representa um grande desafio para o setor agropecuario. Conforme definicdo da
FAO (2022), pragas abrangem diversos agentes nocivos as lavouras e rebanhos,
incluindo insetos, acaros, fungos, bactérias e virus. Anualmente, 0s prejuizos
devidos a essas pragas chegam a bilhdes de dolares (ANTUNES et al., 2011,
ARORA &; SANDHU, 2017; OGENDO et al., 2008; PAPACHRISTOS &
STAMOPOULOS, 2002; RAJA et al, 2001; SCHOLLER et al., 1997).
Historicamente, os agricultores tém utilizado pesticidas visando o controle de
pragas desde os primérdios da agricultura. Porém, o uso intensivo de
agrotoxicos traz consequéncias ambientais negativas, demandando estratégias
mais sustentaveis de Manejo Integrado de Pragas (MIP).

No Decreto 4074/02 (Lei n°® 7.802, de julho de 1989), que versa sobre a
pesquisa, a experimentagdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o
transporte, o armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a
utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificagdo, o controle, a inspecao e a fiscalizacao
de agrotoxicos, seus componentes e afins, o conceito de pesticida é:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producgdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acédo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento...Lei n° 7.802, de julho de 1989”

A principio, o controle de pragas agricolas era realizado com substancias
inorganicas a base de metais como mercurio, cobre, arsénico e enxofre. Ha
também relatos do uso de compostos vegetais como nicotina, piretro e rotenona
desde os primérdios da agricultura (WAQUIL, 2002). Porém, a partir do
desenvolvimento da industria quimica no século XX, os pesticidas sintéticos se
popularizaram, trazendo mais eficiéncia, porém também maiores riscos a saude
e ao ambiente.

A agricultura intensiva com uso de monoculturas, praticas amplamente
adotadas no Brasil, ocasionam reducdo da biodiversidade dos ecossistemas.
Isso gera desequilibrios ecoldgicos em varios niveis troficos e facilita o aumento
de populagcbes consideradas pragas. Visando controlar essas espécies
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indesejadas, as industrias quimicas tém lancado pesticidas cada vez mais
potentes e persistentes. Porém historicamente essas medidas néo resultam em
controle efetivo a médio prazo, além de prejudicarem a relacao custo-beneficio
da atividade agricola (WARDHAUGH, 2005)

Em resposta a utilizacdo continua de um mesmo produto quimico, as
populacdes de insetos-praga frequentemente desenvolvem resisténcia devido a
mutacdes genéticas. Os pesticidas geralmente atuam em poucos alvos
metabdlicos especificos, gerando uma pressao seletiva nas populagdes
expostas. Além disso, muitos agrotoxicos apresentam ampla toxicidade para
diversos organismos, devido a similaridade bioquimica entre os grupos animais
(ABRASCO, 2021). Portanto, a resisténcia e a falta de especificidade
representam graves limitacdes do controle quimico convencional de pragas.

A evolucéo de resisténcia a pesticidas em populacdes de pragas agricolas
exemplifica o conceito da "Rainha Vermelha" proposto por Leigh Van Valen
(1973). Esta teoria postula que espécies competidoras ou predador-presa
precisam evoluir continuamente para manter o equilibrio. Assim, a resisténcia
demanda o desenvolvimento constante de novos agrotdxicos para controle
eficaz, em um ciclo evolutivo sem fim. Essa corrida armamentista representa um
desafio a sustentabilidade, reforcando a necessidade de um MIP e controle
alternativo dos insetos-praga, rompendo a dependéncia de pesticidas
convencionais sintéticos. Diante das limitagdes da abordagem convencional de
controle quimico de pragas, diversas linhas de pesquisa buscam alternativas
mais sustentaveis. O conhecimento aprofundado do ciclo de vida e habitos
alimentares dos insetos-praga € essencial para desenvolver estratégias
eficientes de controle (FRANCIKOWSKI et al., 2019; RAJKUMAR et al., 2019)

1.1 PRAGA DA AVICULTURA INDUSTRIAL - Alphitobius

diaperinus

A avicultura industrial no Brasil teve seu desenvolvimento incentivado a
partir da década de 1950, inicialmente concentrada na regido Sudeste (Figura
1). Investimentos em melhoramento genético, manejo sanitario, nutricdo e
sistemas de producédo impulsionaram o setor (OLIVEIRA, 2012). Na década de

1970, politicas governamentais fomentaram a migracdo da producdo para a
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regido Sul, que se tornou lider nacional devido a vantagens logisticas e
climaticas. Com o passar dos anos, pesquisa, tecnologia e internacionalizacdo
posicionaram o Brasil como um dos principais players mundiais na exportacao
de carne de frango (ABPA, 2023; CONTINI et al., 2022)

Atualmente, o pais responde por 41% da producédo e 55% das exportacdes
globais do produto, totalizando cerca de 14 milhdes de toneladas produzidas e
4,6 milhdes de toneladas exportadas em 2021. Apesar de sucessivos recordes
de producgédo e exportagdo, o setor avicola enfrentou desafios que limitaram seu
crescimento em 2021. A pandemia de Covid-19 impactou parte da demanda,
especialmente no setor alimenticio, influenciando os trabalhos em frigorificos.
Além disso, a alta histérica dos custos de producédo, especialmente de milho e
farelo de soja, reduziu margens dos produtores. Questdes sanitarias como a
influenza aviaria também trouxeram impactos pontuais. Ainda assim, o Brasil
produziu 14 milhdes de toneladas de frango e exportou 4,6 milhdes de toneladas,
gerando receita de US$ 8,5 bilhdes em 2022 (ABPA, 2022).

: | & A a
Figura 1 - Granja de corte com aproximadamente 40.000 aves com um més de vida
Foto: Préprio autor)

Além dos desafios mencionados, historicamente as criacdes avicolas
sofrem grandes prejuizos devido a pragas e enfermidades disseminadas por

insetos. Esses agentes vetores sdo capazes de reduzir a qualidade das carcacas
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e transmitir doencas que podem dizimar lotes inteiros de aves (JAPP et al.,
2010). O Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae),
conhecido como cascudinho (Figura 2), € um inseto cosmopolita, originario da
Africa Subsaariana (SCHAWALLER & GRIMM, 2014). Inicialmente considerado
praga secundaria de produtos armazenados, o cascudinho tornou-se a principal
praga em instalacdes de criacédo industrial de aves (CHERNAKI-LEFFER et al.,
2002; SALIN et al., 2000). Os aviarios apresentam condi¢des favoraveis ao seu
desenvolvimento, como abundante matéria organica, umidade e locais de
empupacao na cama de frangos (LYONS et al., 2016; WILSON & MINER, 1969).
Larvas e adultos do cascudinho causam prejuizos a producédo avicola,

demandando métodos eficientes de controle.

Ciclo de vida completo:
50 a 70 dias

larva
(larva de farinha)

adulto

crisalida

© 2014 Encyoopmd la Br tarnica, Ix
Figura 2 - Tempo médio do ciclo de vida do Alphitobius diaperinus mantidos a 28 °C +
1 e aproximadamente 70% de umidade relativa. Essa espécie possui quatro estagios
de vida: ovo, larva, pupa e adulto. O inseto adulto vive por mais de um ano (Figura
adaptada de DA SILVA et al., 2005).

O cascudinho afeta o desenvolvimento das aves, pois estas tém o instinto
de bicar qualquer coisa em movimento, deixando de ingerir a racdo balanceada
necessaria para seu crescimento ideal em cerca de 45 dias. As aves gastam
mais tempo e energia na tentativa de capturar os insetos, prejudicando o ganho
de peso. Além disso, os besouros transmitem patdégenos, contaminam a racéo e
podem causar irritacéo e lesdes na pele das aves (AVILA et al., 2007; SANTORO
et al.,, 2008). Outra caracteristica do cascudinho é sua cuticula altamente
esclerotizada. Quando ingeridos pelas aves (Figura 3), seus tegumentos rigidos

causam micro les@es no trato digestivo, abrindo porta de entrada para patégenos
24



oportunistas (MCALLISTER et al., 1995; PAIVA, 1996). Além disso, 0 inseto &
um vetor de virus, fungos, helmintos e bactérias relevantes, como Salmonella
spp., que podem infectar o plantel avicola (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002;
CRIPPEN et al., 2018).

3 " iy L ) 4

Figura 3 - Alimentador automatico para frangos infestado pela praa avicola Alphitobius
diaperinus. A racao infestada pelo inseto é o maior modo de disperséo desta praga para
as outras granjas do entorno. (Foto: Proprio autor)

As larvas do cascudinho também geram grandes prejuizos. Elas tém o
habito de escavar tuneis em estruturas da granja (Figura 4), podendo
literalmente destruir as instalacdes devido ao voraz apetite. As larvas também
agem como ectoparasitas, lesionando a pele de aves jovens e facilitando
infeccdes bacterianas secundarias. Isso diminui a qualidade e valor comercial
das carcacas de frango destinadas ao abate (VAUGHAN et al., 1984). Estudos
estimam que a infestacao por A. diaperinus pode elevar os custos de producao
em até 67% em granjas da América do Norte, principalmente devido aos danos

ao material isolante das paredes causados pelas larvas (LYONS et al., 2016).
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Figura 4 - Detalhe para os materiais utilizados na construcao dos galpdes para a pratica
avicola (concreto e madeira). Estruturas que possibilitam abrigo ideal ao
desenvolvimento das larvas de cascudinho. (Foto: Préprio autor)

2 o

Dentre outros prejuizos relacionados ao cascudinho pode-se destacar
também a secrecdo de substancias quimicas como quinonas, que causam
colapso hepético quando ingeridas pelas aves (HASSEMER et al., 2019;
MCALLISTER et al., 1995; TSENG et al., 1971). Além disso, da relacao entre o
inseto com alguns fungos potencializam o desenvolvimento de infecces e
afetam néo so o plantel, mas os criadores e consumidores finais (CASAS et al.,
1972; WILSON & MINER, 1969)

O controle do cascudinho em granjas avicolas é realizado principalmente
no periodo de vazio sanitario, quando o galpao é esvaziado apos o abate e antes
do alojamento de um novo lote de pintinhos. Esse ciclo ocorre a cada 45 dias
aproximadamente. Nessa ocasido, a cama € removida, o aviario higienizado com
agua e detergente, e por fim aplica-se o inseticida. Em alguns casos, a cama €
reutilizada apds o tratamento. O periodo de vazio sanitario nos aviarios é o
momento crucial para controlar a populacdo do cascudinho e evitar sua
propagacdo entre lotes de frangos. Porém, mesmo com higienizacao e remogao

da cama, nem sempre essa medida isolada é suficiente para eliminar totalmente
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0s insetos, que podem permanecer escondidos em pequenas frestas do galpao.
Aléem disso, o cascudinho tem grande capacidade de se dispersar e rapidamente
reinfestar as instalacdes tratadas a partir de focos externos nao controlados. O
desafio se torna ainda maior pelo fato de que os inseticidas quimicos tradicionais
vém perdendo a eficacia devido ao desenvolvimento de resisténcia pelo
cascudinho apds anos de uso continuo (AVILA et al., 2007).

Normalmente, a higienizagdo em instala¢des avicolas € realizada por meio
de compostos dos grupos piretroides e organofosforados, que atuam,
respectivamente, como moduladores dos canais de sodio durante o impulso
nervoso e inibidores da enzima acetilcolinesterase, envolvida nas sinapses
nervosas (ETO, 2018; FUKUTO, 1990; NARAHASHI, 1971; NARAHASHI et al.,
2007). No entanto, muitos desses inseticidas tradicionais apresentam alta
toxicidade para organismos nao alvo, trazendo a memoria o histérico caso do
DDT, um organoclorado destacado no livro "Primavera Silenciosa" de Rachel
Carson (1962). Assim como naquela época, o uso indiscriminado de inseticidas,
como o Clorpirifés, pode estar contribuindo para uma repeticdo do mesmo
problema, interferindo na migracao de algumas aves e enfatizando a importancia
de abordagens mais sustentaveis no controle de pragas (ENG et al., 2017,
RATHOD & GARG, 2017; SOLOMON & MOODLEY, 2007). A medida que a
avicultura industrial busca solu¢des para mitigar os prejuizos causados por A.
diaperinus, a licAo da histéria nos recorda que a inovagdo deve ser
acompanhada por uma profunda consideracdo dos impactos ambientais e pela
busca constante por alternativas que preservem nossa biodiversidade e
garantam um futuro mais equilibrado para a avicultura e o ecossistema como um
todo. Sendo que, ao longo dos anos, foram relatados varios casos de resisténcia
a esses compostos (ALOUT et al., 2016; LIU et al., 2005; LIU, et al., 2006; SMITH
et al., 2016).

Embora existam registros do uso de inseticidas fumigantes no combate ao
cascudinho (WANG et al., 2014), priorizou-se, neste estudo, a realizacdo de
testes com bioinseticidas por meio do contato direto, considerando que essa

abordagem é mais amplamente empregada na avicultura brasileira.
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1.2 PRAGAS DE GRAOS ARMAZENADOS

Os gréos e cereais sao essenciais e fazem parte da alimentacdo humana
e animal. Entretanto, as perdas durante o armazenamento s&o uma preocupacao
mundial e os prejuizos causados por insetos-pragas giram em torno de 10% da
producao, levando a uma desvalorizagdo comercial do produto (LORINI, 2015).
Segundo a 122 pesquisa de campo da safra 2022/23, divulgada em agosto de
2023, estima-se uma producéao recorde de graos de 322,8 milhdes de toneladas,
alta de 18,4% em relacdo a safra anterior. A area plantada deve somar 78,5
milhdes de hectares, expansao de 5,3%. Com o avanco da colheita, 0s nimeros
reforcam a perspectiva de safra superior as previsdes iniciais. Nesse cenario, a
adequada gestdo dos estoques reguladores pelo governo € ainda mais
estratégica para garantir oferta e regular precos dos alimentos béasicos. Portanto,
o controle eficiente de pragas é fundamental para minimizar as perdas em graos
armazenados (CONAB, 2023), aspecto que se soma a importancia da
manutencdo de estoques reguladores estratégicos pelo poder publico.

Além das perdas quantitativas, o ataque das pragas também reduz a
gualidade dos graos, pois esses insetos-praga atuam quase que exclusivamente
nesse nicho criado pelo armazenamento de graos. Entretanto, em alguns casos
também podem ser encontrados atacando a lavoura, principalmente quando
ocorre um atraso na colheita (JUNIOR et al., 2017). A maioria das pragas de
produtos armazenados € formada por espécies da ordem Coledptera,
conhecidos popularmente como carunchos ou gorgulhos (LORINI et al., 2015).

O que torna muito preocupante as infestacdes em silos é a capacidade da
populacdo de insetos-praga em se espalhar rapidamente por toda a massa de
graos, podendo inviabilizar o lote para o consumo (JUNIOR et al., 2017). Ao
consumir os graos, os besouros liberam quinonas, que sao responsaveis por um
odor desagradavel no alimento e causam problemas hepaticos nos
consumidores (TSENG et al.,, 1971). Além disso, esses besouros geram
condicdes abidticas propicias para a proliferacédo de fungos, como o Aspergillus
flavus, responséavel pela producdo da aflatoxina, uma micotoxina com um
potencial carcinogénico (KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006).

Usualmente, o tratamento curativo de graos armazenados infestados por

Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae) em silos é a base de
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inseticidas fumigantes, em que os volateis do composto quimico penetram pela
massa de graos e atingem o inseto alvo, necessitando a acomodacao dos graos
em espacgos herméticos. Normalmente é utilizada uma lona prépria para o
expurgo (LORINI et al., 2015). Porém, os produtos utilizados para o tratamento
sdo extremamente nocivos, como por exemplo, a Fosfina e o Brometo de Metila.

A fosfina é o fumigante mais utilizado para o controle de pragas de graos
armazenados no mundo, especialmente na América Latina (LORINI et al., 2015).
O amplo uso desse inseticida tem levado ao surgimento de populagbes de
insetos resistentes, um problema preocupante que compromete a eficacia do
controle (COLLINS et al., 2017). Diversos estudos ja isolaram populacdes de
insetos pragas de grdos com altos niveis de resisténcia a fosfina, como R.
dominica, Tribolium castaneum e Sitophilus oryzae (LORINI, et al., 2007). A
resisténcia € mediada por mecanismos ainda nao totalmente elucidados.
Pesquisas recentes indicam que mutacdes genéticas podem estar envolvidas,
alterando o sitio de acéo da fosfina e reduzindo sua toxicidade (NAYAK et al.,
2019). Independente dos mecanismos, a resisténcia a fosfina € uma realidade e
representa uma grande ameaca a seguranca alimentar e a economia do
agronegocio. (WAKIL et al., 2021).

Diante do problema da resisténcia e toxicidade elevada, novas estratégias
precisam ser desenvolvidas atraves de um MIP em grdos armazenados,
preservando a eficicia dos inseticidas disponiveis. Além disso, é fundamental
aprofundar o conhecimento sobre a biologia e ecologia das principais espécies-
praga, a fim de aprimorar os métodos de monitoramento, prevencao e controle.
Dentre as pragas mais prejudiciais a seguranca dos cereais armazenados,
destaca-se o R. dominica, que serd abordado mais detalhadamente a seguir.

1.2.1 O INSETO PRAGA DE GRAOS ARMAZENADOS - Rhyzopertha

dominica

A espécie Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera:
Bostrichidae) possui caracteristicas que a tornam uma séria ameaca aos cereais

estocados. Pertencente a familia Bostrichidae, é considerada uma praga

primaria externa, ou seja, consegue atacar graos integros e sadios e seu
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desenvolvimento ocorre fora do grdo. Tanto as larvas quanto os adultos
possuem alta capacidade de consumo e destruicdo dos grdos. Em condicdes
favoraveis, cada adulto consome em média seis vezes 0 seu peso corporal por
semana, deixando os grdos perfurados e repletos de residuos na forma de
farinha (Figura 5) (EDDE, 2018).

Figura 5 - Comparacao da destruicdo provocada por Rhyzopertha dominica. Frasco da
esquerda com milho triturado infestado com aproximadamente 100 insetos adultos apés
8 semanas mantidos em laboratério. Frasco da direita com o milho triturado n&o
infestado. (Foto: Préprio autor)

O R. dominica apresenta ciclo de vida curto, com duragdo média de 40 dias
de ovo a adulto (Figura 6). A fémea possui elevada fecundidade, podendo
colocar mais de 250 ovos durante a vida. As larvas eclodem e penetram no
interior dos grdos, abrindo galerias e alimentando-se do endosperma. Ja 0s
adultos perfuram e consomem o contetudo de varios gréos para completar o
desenvolvimento. Além disso, a espécie é muito tolerante a temperaturas
extremas, o que facilita a infestacdo em diversas regides (LORINI et al.,1999;
LORINI et al., 2007; LORINI et al., 2015).

Ovo

v

)

. Ciclo de vida completo em:
X 27dias

‘?iﬂy

Larva

Adulto

Figura 6 - Tempo médio do ciclo de vida de Rhyzopertha dominica mantidos a 34°C +
1 e a aproximadamente 70% de umidade relativa. Essa espécie possui quatro estagios
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de vida: ovo, larva, pupa e adulto. O adulto vive em média 60 dias (adaptado de LORINI
et al., 2015)

Devido a essas caracteristicas, 0s prejuizos provocados por R. dominica
séo intensos, podendo inviabilizar lotes inteiros de cereais para comercializacao
e consumo. O monitoramento, a prevencao e o controle eficiente dessa praga
sao cruciais para a protecado dos graos armazenados e a garantia da seguranca
alimentar. Seu manejo integrado envolve estratégias combinadas para mitigar
os danos, exigindo conhecimento aprofundado de sua bioecologia e

comportamento.

1.3 CONTROLE DE INSETOS PRAGAS UTILIZANDO REJEITOS
AGRICOLAS

O Brasil gera anualmente cerca de 700 milhGes de toneladas de residuos
agroindustriais, principalmente provenientes da cana-de-agucar, café, laranja,
mamao, banana, coco e seringueira (KOMATSU et al., 2019). Os principais
residuos gerados sdo: bagaco e palha da cana-de-agucar, casca e polpa de café,
bagaco de laranja, cascas de maméo, pseudocaule e engaco da bananeira,
cascas de coco, serragem e latex da seringueira. Atualmente, grande parte
desses residuos agroindustriais ndo possui aproveitamento adequado, sendo
descartados a céu aberto ou em aterros, resultando em impactos ambientais
negativos como a emissao de gases de efeito estufa e contaminacao do solo e
cursos d'agua. Muitas vezes, esses residuos ndo sao destinados corretamente
para locais onde recebam um tratamento adequado (CRESPO RODRIGUES
& RODRIGUES, 2021). Quando vao parar em um rio ou lago, podem eutrofizar
0 ambiente. Mas normalmente acabam em lixdes, contaminando o solo, o lencol
freatico, atraindo vetores e podendo provocar doencgas na populacédo do entorno.
Além disso, ocorre a emissdo de gases do efeito estufa (GEE) pela
decomposicdo dessa biomassa, como o0 metano (CHa4) e o gas carbodnico (CO2)
(CGEE, 2020; GREWAL et al., 2018; SPADOTTO & RIBEIRO, 2006)

Uma alternativa promissora, amplamente estudada e alinhada as
estratégias de sustentabilidade preconizadas pelos conceitos da Quimica Verde

e da economia circular, é o aproveitamento da fracdo aquosa e oleosa (bio-6leo)
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resultante da pir6lise de residuos de biomassa vegetal provenientes da
agroindustria. Esta pratica se insere em um contexto global de busca por
solucdes sustentaveis para o gerenciamento de residuos, contribuindo
significativamente para a redugcao das emissbes de GEE. Vale ressaltar que essa
abordagem esta longe de ser uma novidade, sendo inclusive inspirada nas
antigas praticas de povos indigenas que utilizavam a técnica da pirélise para
transformar residuos vegetais em “"terras pretas" altamente produtivas,
caracterizadas por seu teor elevado de carbono estavel e nutrientes essenciais
(CGEE, 2020; FOONG et al., 2022; LEHMANN et al., 2003; TUNDO et al., 2000).

Pirdlise € um processo termoquimico que envolve a decomposicao térmica
de materiais na auséncia de oxigénio, resultando na conversao de biomassas
vegetais em uma variedade de subprodutos valiosos (KIARIE-MAKARA et al.,
2010; MATTOS et al., 2018; PRABOWO et al., 2016; ROMEIRO et al., 2012;
URRUTIA et al., 2022). Este processo é caracterizado por seu potencial de
transformar residuos de biomassa em produtos de alto valor, incluindo bio-0leo,
biocarvao e biogas. Com a crise do petréleo na década de 1970, o foco se tornou
a busca por novas fontes de energia renovaveis, direcionando o interesse para
a pirélise e seus subprodutos, que demonstraram ser promissores como fontes
de energia alternativa. O biocarvao, bio-6leo e biogas produzidos durante o
processo de pirélise revelaram-se eficientes combustiveis, contribuindo para a
diversificacdo das op¢des energéticas. No entanto, a fracdo aquosa resultante
desse processo, por muito tempo, foi amplamente subestimada e
frequentemente tratada apenas como um efluente.

Recentemente, o interesse na fracdo aquosa da pirdlise tem crescido
substancialmente (MATTOS et al.,, 2018). Esta fracdo, rica em compostos
fendlicos e acidos carboxilicos, ndo apenas possui uma histoéria de uso ancestral,
incluindo aplicacées como conservante de alimentos, condicionador de solo,
bioestimulante vegetal, indutor de enraizamento e repelente de insetos
(BENITES et al., 2009; URRUTIA et al., 2022), mas também tem sido objeto de
estudos cientificos recentes, que tém evidenciado suas notaveis propriedades
bactericidas, fungicidas e inseticidas (BEDMUTHA et al., 2011; CACERES et al.,
2015; MATTOS et al., 2018; ORAMAHI; YOSHIMURA, 2013).

E importante mencionar que, no Brasil, a utilizag&o de derivados da pirdlise,

como o biocarvao, foi aprovada para sistemas organicos desde 2018, abrindo
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espaco para o uso de outros subprodutos, como os bio-6leos e fracdes aquosas,
gue tém demonstrado eficacia e seguranca no controle de pragas (MAPA, 2021).
Além disso, a pir6lise ndo apenas contribui para o gerenciamento eficiente de
residuos, mas também oferece a oportunidade de transformar materiais
frequentemente descartados, como cascas e sementes, em produtos de alto
valor agregado e com ampla aplicacdo sustentavel. Este processo representa
uma alternativa inovadora e ambientalmente responsavel que, além de reduzir
0s impactos negativos no meio ambiente, impulsiona a economia circular, onde
residuos se convertem em recursos valiosos. Vale ressaltar que a pirolise nédo é
uma técnica recente; ha séculos, diversas culturas ao redor do mundo ja
utilizavam variacbes dessa tecnologia para promover a transformacédo de
biomassa em produtos Uteis, evidenciando sua seguranca e eficacia ao longo do
tempo. Dessa forma, a producdo de biopesticidas por meio da pirdlise emerge
como uma alternativa promissora e consolidada, alinhada aos principios da
economia circular e ao manejo sustentavel de residuos, com vasto potencial de
aplicacdo pratica na agricultura contemporanea (ANDOOZ et al., 2023; BOER et
al., 2020; KIM et al., 2020; SHERWOOD, 2020). O aproveitamento de biomassa
através da pirélise gera novos produtos com um grande potencial
socioambiental, por serem renovaveis e contribuirem para reducdo de emissées
de GEE.

1.4 ECOTOXICIDADE

Nos ultimos anos, temos observado uma crescente conscientizagcdo sobre
0s impactos ambientais causados pelo uso extensivo de pesticidas na
agricultura. Enquanto esses produtos desempenham um papel fundamental no
controle de pragas e na maximizacdo da producdo de alimentos, também é
inegavel que sua aplicagéo indiscriminada pode resultar em efeitos adversos ao
meio ambiente. Esses efeitos muitas vezes se estendem além do alvo principal,
atingindo organismos nédo-alvo e 0s ecossistemas em que vivem. A
contaminacgao por pesticidas, resultante do uso intensivo em terras agricolas, €
um fenbmeno que vem chamando a atengdo da comunidade cientifica e dos
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orgaos reguladores. As preocupacfes crescentes estdo centradas em como
esses produtos afetam ndo apenas as pragas alvo, mas também as estruturas e
as funcdes dos ecossistemas. Os impactos negativos sobre a biodiversidade de
invertebrados aquaticos e a biomassa terrestre séo evidéncias preocupantes dos
efeitos colaterais do uso de pesticidas. Essa crescente conscientizacdo tem
impulsionado a necessidade de novas moléculas bioativas que estejam
alinhadas com padrdes de seguranca ambiental e se encaixem nas atuais
regulamentacdes de pesticidas (KAPANEN & ITAVAARA, 2001; PARK & CHOI,
2010; SRIVASTAVA & SINGH, 2020).

Em um cenério global onde a preocupacdo com a protecdo ambiental e a
seguranca alimentar estd em constante crescimento, a regulamentacdo de
pesticidas desempenha um papel crucial. Agéncias reguladoras em todo o
mundo estabelecem rigorosos padrdoes de avaliagdo de risco ambiental para
garantir que os pesticidas colocados no mercado sejam seguros tanto para 0s
seres humanos quanto para o meio ambiente. A avaliacdo de risco ambiental
desempenha um papel central na regulamentacdo de pesticidas.
Conceitualmente, o termo "risco" é definido como a probabilidade de ocorréncia
de um efeito adverso resultante da exposicdo a um agente estressor, neste caso,
pesticidas. Para avaliar esse risco, dois componentes essenciais Ssao
considerados: exposicao e toxicidade. A exposicdo se refere a quantidade de
pesticida presente no ambiente e disponivel para entrar em contato com
organismos nao-alvo, enquanto a toxicidade esta relacionada ao potencial do
pesticida de causar efeitos adversos em organismos. O processo de avaliacao
de risco ambiental é usado para avaliar e organizar de forma sistematica dados,
informacdes, pressupostos e incertezas que ajudem a entender e prever as
relacdes entre um pesticida e seus efeitos ecoldgicos. Ele fornece uma base
sélida para a tomada de decisdo em relacdo a regulamentacéo de pesticidas. Na
avaliacao de risco ambiental de agrotoxicos, a toxicidade esta relacionada ao
potencial da substédncia ou do produto de causar efeitos adversos em
determinado organismo. A toxicidade pode ser aferida por meio de testes
ecotoxicolégicos com o0s organismos de interesse que geram como resultado
algum parametro de toxicidade (IBAMA, 2017).

Para avaliar a toxicidade de biopesticidas produzidos a partir da pirélise de

residuos agroindustriais, foram utilizados dois importantes modelos
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ecotoxicoldgicos: o microcrustaceo Daphnia magna e o sistema-teste de Allium
cepa. A utilizacdo combinada desses dois modelos permite ampla investigacao
dos efeitos téxicos dos biopesticidas em estudo, abrangendo organismos de

ambientes aquaticos e terrestres.

1.4.1 Daphnia magna

A Daphnia magna (Crustacea: Branchiopoda: Cladocera) (Figura 7) €
um dos organismos modelo mais comumente usados para avaliar a
ecotoxicidade de uma ampla gama de produtos bioativos, como antibiéticos,
drogas anticancerigenas, antidepressivos, anti-inflamatérios, betabloqueadores
e pesticidas. Conhecidas como Pulga d’agua, sdo organismos filtradores e se
alimentam de bactérias, algas, cianobactérias, protozoarios e outras pequenas

particulas suspensas na agua. Também sdo cosmopolitas em ambientes

aquaticos e desempenham um importante elo na cadeia alimentar (DIETRICH et
al., 2010; EBERT, 2005; HALES et al., 2017; TKACZYK et al., 2021)

Figura 7 - (A) Individuos de Daphnia magna cultivados em laboratério suspensos na
agua (Foto: Proprio autor). (B) O microcrustaceo Daphnia magna apresentando uma
ninhada de ovos assexuados (A: acervo LEPP, B: adaptado de wikipédia)

Atualmente, os testes de toxicidade com D. magna sdo baseados em
imobilizagao e letalidade padronizados pela Organizacdo para Cooperacéo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD). A analise detalhada da biologia da D.
magna permite distinguir o comportamento de natacao. Esses microcrustaceos
séo incolores devido a carapaca quitinosa transparente que protege o térax e o

abdémen. A visibilidade através da carapaca transparente permite observar
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diversos parametros fisioldgicos que séo Uteis na avaliacdo de efeitos toxicos
(OECD, 2004).

No ciclo de vida da D. magna existe 0 modo de reproducéo sexuada ou
assexuada (Figura 8). Em condi¢cbes favoraveis, D. magna se reproduz por
partenogénese ciclica o que oferece uma oportunidade para separar 0s
componentes genéticos e ambientais da plasticidade fenotipica. Também
apresentam uma alta fecundidade, que permite a obtencdo de muitos
organismos necessarios para testes em curto espaco de tempo (EBERT, 2005;
TATARAZAKO & ODA, 2007)
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Figura 8 - Esquema representativo do ciclo de vida reprodutivo de Daphnia magna.
(Adaptado de DITA VIZOSO, 2013)

1.4.2 Allium cepa

No contexto da ecotoxicologia, a utilizacdo de organismos modelo
desempenha um papel crucial na avaliacédo dos efeitos toxicos. As sementes de

Allium cepa (cebola) tém sido amplamente adotadas como um bioindicador
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eficaz em estudos de ecotoxicidade devido a sua sensibilidade, facilidade de
manipulacéo e caracteristicas unicas. A. cepa é uma planta herbacea que possui
um ciclo de vida rapido e apresenta alta taxa de germinacédo (Figura 9). Aléem
disso, suas raizes visiveis proporcionam uma vantagem significativa, permitindo
a avaliacdo direta dos efeitos toxicos sobre as estruturas radiculares. As raizes
de A. cepa sdo especialmente sensiveis a diversas classes de xenobidticos,
permitindo a deteccdo de efeitos toxicos mesmo quando expostas a baixas
concentragcfes por curtos periodos. Alteracbes no crescimento e morfologia

radicular sdo bons indicadores de citotoxicidade (IQBAL et al., 2019).
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Figura 9 - Bulbo de Allium cepa exibindo sistema radicular com raizes fasciculadas apés

0 periodo de germinacdo em condicdes controladas (adaptado de
www.vegetables.bayer.com).

A exposicao das sementes de A. cepa a diferentes substancias quimicas
permite a deteccdo de efeitos toxicos, como inibicdo da germinacéo, inibicdo do
crescimento radicular, alteragdes morfolégicas e genotoxicas (Figura 10). Essa
abordagem oferece a vantagem de possibilitar a quantificagcdo precisa de
parametros, como comprimento das raizes, massa fresca e seca das raizes, o
gue permite uma analise detalhada dos efeitos toxicos sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas (DE LIMA et al., 2019; LEME & MARIN-MORALES,
2009; TESHIKA et al., 2019)
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Figura 10 - Sementes de Allium cepa germinadas sobre papel de filtro em placa de Petri
apos 14 dias de incubacédo

No contexto dos problemas da producdo alimentar no Brasil e solugdes
alternativas, propde-se o estudo de novos derivados de pirélise, a fragdo aguosa
e bio-6leo de diferentes rejeitos agroindustriais como metodologia alternativa
para a obtencao de novas formulacdes e inseticidas. Assim, apontando para um
futuro em que nossa proposta é a reutilizacdo de rejeitos no controle de pragas

e consequente aumento da seguranca alimentar nos setores avicola e agricola.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade pesticida de diferentes residuos de biomassas
convertidos em produtos através de pirélise lenta, no controle da praga avicola
industrial, Alphitobius diaperinus, e do inseto praga de grdos armazenados
Rhyzopertha dominica, para o desenvolvimento de novas estratégias eficazes

no controle de pragas agropecuarias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer e manter as coldénias de Alphitobius diaperinus, Rhyzopertha
dominica e no Laboratorio de Estudos de Pragas e Parasitos;

e Padronizar o processo de pirélise de residuos de biomassa de licuri;

e Padronizar o processo de pirdlise de residuos de biomassa TSM em duas
temperaturas diferentes;

e Analisar e selecionar potenciais inseticidas através de testes de contato
usando os liquidos de pirélise em adultos de A. diaperinus;

e Analisar e selecionar potenciais inseticidas através de testes de fumigacao
usando os liquidos de pirélise em adultos de R. dominica;

e Estabelecer a colonia e realizar testes de ecotoxicidade aguda em neonatos
de D. magna expostas aos liquidos de pirdlise;

e Realizar testes de fitotoxicidade em sementes de A. cepa expostas aos

liquidos de pirdlise;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CONVERSAO DE BIOMASSAS NO PROCESSO DE PIROLISE

3.1.1 OBTENCAO DAS BIOMASSAS

As biomassas submetidas a reacao de pirélise sao originarias de residuos
de diversas fontes das industrias agricola e alimenticia, compostas
principalmente por lignina, celulose e hemicelulose. As biomassas coletadas
passam por um processo de secagem em estufa a 100°C até que sua massa
figue estavel, com a finalidade de retirar a maior quantidade de umidade
possivel, sendo posteriormente armazenadas em potes plasticos em
temperatura ambiente a espera de sua utilizacéo.

Nesse trabalho as biomassas utilizadas para termoconverséo por pirolise
foram: Uma conversdo da biomassa CAb; Trés conversdes da biomassa Torta
de semente de maracuja (TSM) a 300°C e trés conversbes a 400°C, Trés
conversdes da casca do fruto do licuri (contendo endosperma) e uma conversao

da biomassa CdB.

3.1.2 O REATOR E O PROCESSO DE CONVERSAO POR PIROLISE LENTA

O reator da marca Heraeus®, localizado no Laboratério de Sintese
Organica, Cromatografia e Quimica Ambiental (SINCROMA) na Universidade
Federal Fluminense (UFF), € do tipo batelada, ou seja, ndo ocorre um fluxo
continuo de biomassa, utilizando-se uma determinada quantidade de biomassa
gue permanece no reator até o final da conversao.

Conforme observado na Figura 11, o inicio do processo ocorre com a
insercao do tubo de vidro ja com a biomassa no interior do reator, em seguida é
montada a cabeca, onde é acoplada uma mangueira que injeta N2como gas de
arraste com a finalidade de reduzir a presenca de Oz no interior do tubo. O
restante das pecas € montado e o reator € ajustado entre 350 a 450° C. Com

aproximadamente 30 minutos de aquecimento, O reator atinge a temperatura
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indicada e inicia-se 0 processo de condensacdo que dura em torno de 1 a 2

horas.

Tubo de Vidro —

. 'J\ I — Resisténcia Térmica [ | | ——= Controlador

K Lavador de Gazes
l - —= Condenzadar
| T L T T
\ . Funilde | I t
f Separacdo | i i

r J ‘ i Liquido ‘

Piroltico

—=Hitrog&nio

Figura 11 - Esquema representativo do reator de pirélise do tipo batelada. (Fonte:
Préprio autor)

A parte liquida condenséavel é separada pelo funil de separacdo em aquosa
e oleosa. A parte aquosa, que condensa primeiro, ainda é subdividida (Figura
12) conforme vai saindo do reator, sendo coletada de tempo em tempo com
volumes iguais. A finalidade da subdivisdo é obter fracbes com atividades
distintas e, assim, encontrar a melhor faixa da acdo pesticida. Em seguida, a
parte oleosa depositada no funil de separacéo € recolhida. O rendimento tipico
das fracdes aquosa e oleosa pode variar conforme a quantidade de lignina,

celulose e hemicelulose na biomassa utilizada.
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Figura 12 - Subdivisdo em cinco partes com mesmo volume das aguas de pir6lise com
a numeracdo em ordem crescente conforme ordem da coleta durante a conversao
(Foto: Proprio autor).

3.2 A COLONIA MASSAL

As colonias massais de insetos-praga foram estabelecidas para manter
uma fonte continua de insetos no laboratério, visando posterior selecdo de
individuos para estabelecimento das colonias experimentais padronizadas. Nao
h& padronizacdo rigida da quantidade de substrato e idade dos insetos nas
coldénias massais, uma vez que nao foram utilizadas diretamente nos bioensaios.
As colbnias massais foram iniciadas a partir de individuos obtidos junto a
criadores ou em instalacbes comerciais. Foram mantidas em condi¢gOes
controladas de temperatura e umidade, com alimentacdo periodica. A partir
dessas colbnias massais, foram selecionados individuos adultos para que se
reproduzam e ovipositem, originando as col6nias experimentais F1 utilizadas nos

bioensaios.

3.2.1 A COLONIA MASSAL DE Alphitobius diaperinus

Os cascudinhos foram capturados na granja de uma escola agricola
municipal localizada em Unamar, zona rural de Cabo Frio e levados ao
Laboratério de Estudos em Pragas e Parasitos (LEPP) da UFF. No total foram
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coletados aproximadamente 40 insetos que foram armazenados em um
recipiente plastico com tampa medindo 20 cm x 30 cm. O recipiente recebeu
como substrato aproximadamente 800g de uma mistura na proporcéao de 2:1:1
de Racdo de coelho (Zootekna®), Racéo para crescimento de frangos (Guabi®)
e Maravalha (MS Pet®) respectivamente, além de papel filtro dobrado de forma
a simular frestas e fissuras, os locais preferidos pelo inseto para a oviposicao
(Figura 13).

Figura 13 - Colbnia massal do inseto-praga da avicultura Alphitobius diaperinus.
(Yasmim Nascimento).

Os componentes do substrato passaram por um tratamento térmico no
freezer por no minimo 24h visando a eliminagdo de qualquer contaminag&o por
outro metazoario. Em seguida, foram triturados até que a granulometria fosse
inferior a 1 mm e um pedaco de aproximadamente 10 cm de pepino ou batata-
doce foi adicionado semanalmente como fonte adicional de umidade. Durante
todo o periodo, os insetos foram mantidos em estufa tipo Biological Oxygen
Demand (BOD) com fotoperiodo de 12 horas de claro/escuro a 28°C £ 1 e em
torno de 80% de umidade relativa (UR). A espécie foi identificada pela equipe do
Dr. Paulo Pereira, pesquisador da EMBRAPA Trigo sediada em Passo
Fundo/RS, em junho de 2018.

3.2.2 A COLONIA MASSAL DE Rhyzopertha dominica
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Os besourinhos dos cereais capturados pela Dra. Evelize Folly em meados
de 2014, foram mantidos em recipientes de vidro com tampa de rosca medindo
aproximadamente 30 cm de altura por 10 cm de didametro com aproximadamente
800 g de milho triturado (Granfino®), preenchendo o frasco até a metade (Figura
14). O substrato passou por um tratamento térmico no freezer por no minimo 3
dias visando a eliminacdo de qualquer contaminacdo por outro metazoario.
Durante todo o periodo, os insetos foram mantidos em estufa BOD com
fotoperiodo de 12 horas de claro/escuro a 34 °C + 1 e cerca de 70% UR. A
espécie foi identificada pela equipe do Dr. Paulo Pereira, pesquisador da
EMBRAPA Trigo sediada em Passo Fundo/RS, em dezembro de 2014.

Figura 14 - Colbnia massal do inseto-praga de grdos armazenadosm Rhyzopertha
dominica (Foto: Proprio autor).

3.3 COLONIA EXPERIMENTAL F1

A coldnia experimental F1 foi estabelecida com a finalidade de sincronizar
0 est4gio de vida experimental e obter insetos para 0s bioensaios. Devido ao seu
modo de controle, sabe-se a idade aproximada dos insetos-praga, 0 que é
importante para padronizar os testes e evitar variagées nos resultados em fungao

das diferencas de idade entre os individuos.

3.3.1 COLONIA EXPERIMENTAL F1 DE Alphitobius diaperinus
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Cerca de 50 insetos adultos foram mantidos por uma semana em um
recipiente plastico medindo aproximadamente 15 x 20 cm (Figura 15), com o
substrato e sob as mesmas condigbes descritas no item 3.2.1. ApOs esse
periodo, os cascudinhos foram retirados e a emergéncia de novos adultos da
geracao F1 ocorrera em até 7 semanas.

Apb6s a emergéncia dos adultos F1, aguardou-se mais uma semana,
periodo necessério para a esclerotizacdo da cuticula. Apds esse periodo, 0s
insetos estavam prontos para os bioensaios. Os insetos adultos utilizados nos
testes tinham em torno de duas semanas de emergéncia do estagio pupal.

- g iy
Figura 15 - Quatro coldnias experimentais F1 do inseto-praga da avicultura Alphitobius
diaperinus (Foto: Préprio autor).

3.3.2 COLONIA EXPERIMENTAL F1 DE Rhyzopertha dominica

Em torno de 50 insetos foram mantidos por uma semana em um recipiente
de vidro de 500 mL com tampa de rosca, contendo 200 g de milho triturado
(Figura 16) mantidos nas condi¢fes descritas no item 3.2.2. ApOs essa semana,
os besourinhos foram retirados e a emergéncia da geracdo F1 ocorreu em até 4
semanas, cerca de 27 dias. Os insetos adultos utilizados nos testes tinham entre

uma e duas semanas de emergéncia do estagio pupal.
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Figura 16 - Coldnia experimental F1 da praga primaria de grdos armazenados
Rhyzopertha dominica. (Foto: Proprio autor).

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA POR TOXICIDADE
DE CONTATO EM Alphitobius diaperinus

O teste de toxicidade por contato objetiva avaliar o efeito inseticida dos
liquidos piroliticos, simulando a aspersdo desses compostos em ambientes
infestados. Esta abordagem permitiu que os insetos entrem em contato direto
com o produto, levando a sua morte. A mortandade pode ocorrer pelo contato
direto com as superficies tratadas, pela ingestdo de residuos ou pela inalacao
de volateis téxicos presentes nos liquidos piroliticos. Este método pode ser
utilizado tanto de forma preventiva, para evitar o estabelecimento de pragas,
guanto curativa, no controle de infestacdes j4 estabelecidas. Porém, deve-se
respeitar um periodo de caréncia ap6s a aplicacdo antes do uso ou consumo
seguro desses ambientes e produtos.

O teste de toxicidade por contato foi realizado em adultos de A. diaperinus
utilizando o método de papel filtro impregnado (Figura 17). Placas de Petri de 9
cm de diametro foram forradas com papel filtro, cobrindo todo o fundo. Nos
tratamentos com liquidos piroliticos (das biomassas: CdB, Licuri e CAb) as
fraces aquosas foram diluidas em &gua destilada e os bio-6leos solubilizados
em acetona pura. Em seguida, aliquotas de 1 mL das solucfes teste foram
aplicadas ao papel filtro e 20 insetos foram adicionados a cada placa. Nos grupos
tratados com bio-0leos, permitiu-se a evaporacao da acetona por 5-10 minutos
antes da introducéo dos insetos. Os grupos de controle negativo foram tratados

com agua ou acetona. Foram utilizados no minimo 120 insetos por tratamento e
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os ensaios foram repetidos no minimo 3 vezes. A mortalidade foi avaliada a cada
24 horas por 96 horas. Os insetos em decubito dorsal e sem movimentos de
patas ou antenas foram considerados mortos, conforme descrito por Wang e
colaboradores (2014).

Figura 17 - Teste de contato na praga da avicultura industrial Alphitobius diaperinus.
(Foto: Proprio autor).

3.5 AVALIAQAO DA ATIVIDADE INSETICIDA POR TOXICIDADE
DE FUMIGACAO EM Rhyzopertha dominica

Expurgo ou fumigacdo € uma técnica que utiliza a volatilizacdo de um
inseticida em um ambiente hermeticamente fechado, com o intuito de tratar um
lote que j& apresente a infestacdo. Os inseticidas fumigantes séo indicados e
utilizados em insetos pragas de produtos armazenados, devido a sua facilidade
de difusdo entre os espagos na massa de graos. Esse teste visa observar a acédo
inseticida dos volateis que compdem os liquidos obtidos pela pirélise. A
eficiéncia da fumigacdo depende de garantir a concentracao letal do volatil
durante o tempo necessario. Por isso, a vedacdo do ambiente deve ser rigorosa,
evitando ao maximo vazamentos.

O teste consiste na impregnacdo de discos de papel filtro (2 cm de
didmetro) com os liquidos piroliticos (das biomassas: CdB, Licuri, TSM, CAb)
(Figura 18). Os discos foram fixados na parte interna da tampa de frascos de 40
mL. Em seguida, foram adicionados 20 insetos adultos de R. dominica a cada
frasco. Grupos controle receberam discos impregnados com agua, etanol ou
papel filtro puro. Todos os frascos foram mantidos em estufa BOD regulada a
34°C + 1°C, fotoperiodo de 12h claro/escuro e UR de 70%.Foram utilizados no
minimo 120 insetos por tratamento e os ensaios foram repetidos no minimo 3
vezes. A mortalidade foi avaliada a cada 24 horas por 96 horas. Os insetos

considerados mortos estavam em decubito dorsal e ndo apresentavam
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movimentos em patas ou antenas, conforme descrito por Huang e colaboradores
(2000).

Figura 18 - Teste de fumigag¢do com o inseto praga de graos armazenados Rhyzopertha
dominica (Foto: Préprio autor).

3.6 COLONIA DE CULTIVO DE Daphnia magna

A colbnia de Daphnia magna foi mantida em aquarios de vidro de
aproximadamente 20 litros, cobertos para evitar proliferacdo de mosquitos
(Figura 19). Os aquérios recebem oxigenagdo constante por meio de um
compressor Risheng RS-608. A alimentacdo da colonia é realizada de uma a
duas vezes por semana, utilizando microalgas (Spirulina spp.) e fermento
biolégico liofilizado (Saccharomyces cerevisiae). A dgua dos aquarios segue
padrbes da Normativa Brasileira (NBR) 12713 da Associacao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT): pH entre 7,5 e 8,5; dureza > 180 ppm; e condutividade
elétrica > 350 uS/cm (ABNT, 2016).

Para obtencdo dos organismos teste, matrizes s&o separadas
manualmente em recipientes com 3 litros de 4gua, um dia antes dos ensaios.
Nestes recipientes, aguarda-se a emergéncia dos neonatos que serdo utilizados
nos experimentos. Este método padronizado de cultivo e manutencéo da colénia
fornece organismos saudaveis e em condi¢cdes adequadas para a realizacdo de

ensaios ecotoxicologicos.

48



Figura 19 - Col6nia massal do microcrustaceo de agua doce Daphnia magna utilizado
em testes de ecotoxicidade aquética (Fonte: Préprio autor).

3.7 TESTE DE IMOBILIDADE EM Daphnia magna

O teste de imobilidade foi baseado na NBR 12713 (ABNT, 2016). Esse
método consiste na exposicdo de D. magna que nasceram a menos de 24h
(neonatos) a varias dilui¢cdes (100, 75, 50, 25 e 12,5 mg/L) dos produtos a serem
testados por um periodo de 48h, observando a cada 24h a taxa de imobilidade.

Em uma placa de 6 pocos com fundo chato (Figura 20), sdo adicionados
10 mL de &gua de cultivo e cinco neonatos em cada po¢o, em seguida 1 mg da
droga é adicionado. Nessa proporcao, atingimos a concentracdo de 100 mg/L,
gque é o critério minimo de toxicidade aquatica estabelecido pelo Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS) (GHS, 2021). Os testes sao realizados em quadruplicata, respeitando a
propor¢cdo de 2 mL/Daphnia, 20 neonatos por repeticdo e pelo menos trés

repeticoes.
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Figura 20 - Placas de 6 poo fundo chato utilizadas pra a rIizagéo dos testes
de imobilidade em Daphnia magna (Foto: préprio autor).

O teste inicial com a concentracdo de 100 mg/L fornecera um resultado
gualitativo. Se houver imobilidade de mais de 50% dos organismos, a amostra
foi considerada toxica e foi realizado o teste quantitativo. No teste quantitativo
foram utilizadas diferentes concentracfes para determinar a concentracao
efetiva que imobilizava 50% dos organismos (CEso). Com a CEsp determinada, a
amostra podera ser classificada quanto a toxicidade aquética aguda segundo o
critério do GHS: Nivel Agudo Il (CEso > 10 e < 100 mg/L), Nivel Agudo Il (CEso
>1 e <10 mg/L) e Nivel Agudo | (CEso <1 mg/L). Para a amostra Nivel Agudo |

sera necessario aplicar a rotulagem de perigo ambiental (Figura 21).

Y

Figura 21 - Pictograma correspondente a substancias perigosas para o ambiente
aquatico. A imagem fica estampada no rétulo de substancias classificadas com o nivel
de toxicidade Agudo | em todos os paises que aderiram o Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS, 2013).

3.8 TESTE DE FITOTOXICIDADE EM SEMENTES DE Allium cepa

O ensaio foi conduzido com sementes de A. cepa (cebola) cultivar TopSeed
(lote 086248), seguindo metodologia adaptada de Rank (2003). Foram expostas
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20 sementes (pré-pesadas) por placa de Petri forrada com papel filtro marca
Germitest®, umedecido com 1 mL da solucdo aquosa ou oleosa de liquidos

piroliticos na concentracao de 1% (Figura 22).

Figura 22 - Teste de fitotoxicidade em sementes de Allium cepa (Foto: Proprio autor).

As sementes foram mantidas no escuro a 22 + 3°C por 14 dias. Apos 7
dias, foi realizada nova umectacéo das placas. Ao final, trés parametros foram
avaliados: Taxa de germinacao, comprimento das raizes e massa fresca das
plantulas. A taxa de germinagéo foi calculada dividindo o niumero de sementes
germinadas nos tratamentos pelo nimero de sementes germinadas no controle,
enguanto que o comprimento da raiz primaria foi analisado pelo software

ImageJ® (Figura 23).

Figura 23 - Plantulas dispostas no papel milimetrado em posi¢do para a medi¢do no
software ImageJ® (Foto: Proprio autor).

O ensaio foi feito em triplicata, e repetido no minimo 3 vezes. Fragbes
aquosas foram diluidas em &gua destilada e as Fra¢des oleosas em acetona.
Nesta ultima foi permitida a evaporacgéo do solvente por 10 min antes do teste e

por fim, adicionado 1 mL agua destilada. Além dos parametros avaliados, foi
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utilizada uma escala qualitativa para classificacdo comparativa do desempenho
geral dos grupos tratados em relacéo ao grupo controle:

Nivel 3: Efeito estimulatério em 3 parametros

Nivel 2: Efeito estimulatério em 2 parametros

Nivel 1: Efeito estimulatério em 1 parametro

Nivel 0: Sem diferenca significativa com o controle nos 3 parametros

Nivel -1: Efeito inibitério em 1 parametro

Nivel -2: Efeito inibitério em 2 parametros

Nivel -3: Efeito inibitério em 3 parametros

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Para a analise estatistica das mortalidades, os dados foram tabelados no
Microsoft Excel® e tratados utilizando o software GraphPad PRISM® 8.0
(GraphPad Software Inc, San Diego, EUA).

Apés a observacdo da distribuicdo gaussiana, através dos testes de
normalidade D’Agostino—Pearson e ou Shapiro-Wilk. Se os dados forem
considerados paramétricos, a analise da significancia ocorre via ANOVA two way
seguido do teste post hoc Tukey. Se forem considerados ndo paramétricos, a
analise da significancia ocorre via Kruskal-Wallis test seguido do teste post hoc
Dunn. O nivel de significAncia adotado foi de 5% (p<0,05)

A taxa de mortalidade foi corrigida mediante a férmula proposta por
Henderson & Tilton (1955):

taxch
E% = [1—( )]xlOO
thxca

Onde: t = grupo tratado; ¢ = grupo controle; ta e ca = nimero de insetos
apos o tratamento; tb e cb = ndmero de insetos antes do tratamento.
O indice de infestac&o () foi calculada mediante a férmula:

mr?

n

Onde: r = raio da placa de Petri; n = nimero de insetos na placa de Petri.
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4. RESULTADOS

Os resultados apresentados neste trabalho séo continuagdo de um estudo
realizado durante o mestrado, no qual foi feita uma prospecgao inicial
envolvendo mais de 15 biomassas distintas (Anexo I). Apés triagem inicial, foram
selecionadas para investigacao aprofundada apenas aquelas que apresentaram
os melhores resultados de mortalidade dos insetos-alvo e cuja obtencdo em
escala suficiente para as pirélises era viavel. As biomassas que preencheram
esses critérios de potencial inseticida e disponibilidade foram entdo submetidas
a estudos mais detalhados de toxicidade, incluindo, bioensaios com insetos e
testes ecotoxicolégicos. Os resultados desse processo de selecdo, pirdlise e
caracterizacao toxicologica completa das biomassas mais promissoras serao

apresentados em detalhes a seguir.

4.1 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA PIROLISE DA
BIOMASSA CdB

Nesse estudo, foi utilizada uma pirélise de CdB. A analise do rendimento
das fracbes geradas mostrou a seguinte distribuicao percentual: 34,8% de fracao
aguosa; 6,3% de bio-6leo; 37,2% de biocarvao e; 21,7% de biogas. O processo
resultou em quatro frac6es aquosas distintas e uma fracdo de bio-6leo. Essas
cinco fragdes foram submetidas a ensaios de toxicidade com insetos e com o
microcrustaceo D. magna. Ja para os testes de fitotoxicidade, nédo foi utilizada a
Fracdo Aquosa 4, pois seu volume reduzido se esgotou antes de ser testado. As
demais fracdes aquosas e o bio-0leo puderam ser avaliados quanto ao potencial

fitotdxico.
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4.1.1 AVALIACAO DA TOXICIDADE POR CONTATO DOS L.P. DE CdB EM
Alphitobius diaperinus

As fracdes aquosas (Al, A2, A3 e A4) ndo apresentaram atividade
inseticida significativa contra A. diaperinus. A fracdo oleosa (OL) demonstrou
uma taxa de mortalidade relativamente baixa, atingindo cerca de 36% apos 96
horas de exposicdo. E importante ressaltar que a mortalidade observada na
fracdo oleosa foi estatisticamente significante em comparagdo com 0 grupo
controle (p <0,0001) (Tabela 1).

Tabela 1 - Taxa de mortalidade de adultos de Alphitobius diaperinus tratados com L.P.
de CdB concentrado a 4,5 mg/cm? via toxicidade por contato. Os valores de mortalidade
em diferentes intervalos de tempo (24h, 48h, 72h e 96h) foram apresentados com erro
padrdo da média (SEM). Todos os testes foram conduzidos com n = 120 insetos. A taxa
de mortalidade foi calculada de acordo com a férmula proposta por Henderson & Tilton.

Observou-se que os valores de p para OL e C-** foram < 0,0001, enquanto para 0s
demais testes, os valores de p foram > 0,9999.

CdB Mortalidade (%) £+ SEM
4,5mg/cm? 24h 48h 72h 96h

Al 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
A2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
A3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
A4 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
oL 42+0,1 175+0,2 33,3+0,3 35,8+0,2
C-* 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
C-** 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

C-: controle negativo; *Agua; ** Acetona.

4.1.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE POR FUMIGACAO DOS L.P. DE CdB EM

Rhyzopertha dominica

As fracbes aquosas (Al, A2, A3 e A4) demonstraram uma atividade
inseticida inferior a 10%. Por outro lado, a fracdo oleosa (OL) apresentou uma
elevada taxa de mortalidade, superior a 83% apds 96 horas de tratamento. E
importante destacar que a mortalidade observada na fracdo oleosa foi
estatisticamente significante em relagcdo ao grupo controle, com um valor de p
menor que 0,0001(Tabela 2).
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Tabela 2 - Taxa de mortalidade em adultos de Rhyzopertha dominica submetidos ao
teste de toxicidade por fumigacdo com 30 mg de L.P. de CdB, concentrado a 750
mg/Lay. Os valores de mortalidade, medidos em diferentes intervalos de tempo, estéo
apresentados com erro padrdo da média (SEM). Todos os testes foram conduzidos com
n = 120 insetos, mantendo uma taxa de infestacdo de 0,5 insetos/mL. A taxa de
mortalidade foi calculada de acordo com a formula proposta por Henderson & Tilton.
Observou-se que os valores de p para OL e C-** foram < 0,0001, enquanto para 0s
demais testes, os valores de p foram > 0,05.

CdB Mortalidade (%) + SEM
750 mg/L(ar) 24h 48h 72h 96h

Al 0,0+0,0 09+1,1 34+0,8 7,245
A2 0,0+£0,0 2511 25+15 75+3,0
A3 0,0+0,0 6,8+0,8 6,8+0,8 81+1.3
A4 0,0+0,0 00+1,1 00+1,1 0,0+2,0
oL 350+6,1 55,0+9,1 742 +78 83,3+8,2
C-* 0,0+0,0 2514 2514 10,0+2,9
C-** 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 50£29

C-: controle negativo; *Agua; ** Acetona.

Dado o sucesso da fracdo oleosa da pirdlise da biomassa CdB, que
resultou em uma mortalidade superior a 50% apds 96 horas de tratamento,
novos protocolos foram implementados, envolvendo concentracdes reduzidas
(500, 375, 250, 187 e 125 mg/L). Esses protocolos foram adotados com o
propdsito de aprofundar a avaliagdo da toxicidade e estabelecer um padrao de
resposta a dose. Em seguida, esses dados foram submetidos a uma analise de
regressdo nao linear, utilizando o teste probit, para determinar o DLso
(concentracéao letal para 50% da populacao-alvo). O resultado foi de uma DLso
de 470,1 mg/L@n (Figura 24).
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Figura 24 - Dose-resposta em Rhyzopertha dominica ap6s 96h da exposi¢cdo com 6leo
de pirdlise de CdB nas concentracdes de 750, 500, 375, 250, 187,5 e 125 mg/L de ar.
Para todos os testes, n = 120 individuos. DLsp = 470,1 mg/Lar [448,1 ~ 494,1] (IC 95%).

4.1.3 AVALIACAO DA IMOBILIDADE AGUDA EM NEONATOS DE Daphnia
magna EXPOSTOS A L.P. DE CdB

O teste qualitativo (Tabela 3) realizado com a concentracdo padrao
de 100 mg/L demonstrou que as fracbes aquosas nao exibiram toxicidade
significativa para os organismos aquaticos em comparacdo com o grupo de
controle (Agua). Por outro lado, o bio-6leo resultou em uma taxa de mortalidade
de 90% apoOs 48 horas de exposicdo, o que indicou a necessidade de uma

analise quantitativa mais detalhada.

Tabela 3 - Taxa de Imobilidade em neonatos de Daphnia magna expostos a 100 mg/L
dos L.P. de CdB sucedido pelo erro padrdo da média (SEM). (n=3 repeticdes).

CdB Imobilidade (%) + SEM
100 mg/L Da“p"h"nfas 24h 48h

A1 60 5 + 09 150 + 2,6
A2 60 33 + 08 10,0 * 1.2
A3 60 1,7 + 04 1,7 + 04
A4 60 50 + 08 50 + 08
oL 60 450 + 1,3 90,0 * 05
C-* 60 1,3 + 08 1,7 + 13
C-* 60 30 = 09 33 + 10

C-: controle negativo; *Agua; ** Acetona.
g g
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As concentracgdes utilizadas foram diluidas em série (100, 50, 25, 12,5
e 6,75 mg/L). A Figura 25 abaixo informa o padrdo dose-resposta obtido pela
exposicdo dos neonatos de D. magna a CdB apés 48h. A imobilidade apresentou
uma queda brusca em relagcdo a concentracdo padrao, todas abaixo de 9%,
sugerindo uma baixa toxicidade para organismos aquaticos. A analise néo linear
probit demonstrou que o CEso (concentracdo de efeito para 50% da populacéo-
alvo) foi de 71,76 mg/L. Segundo o GHS (2013), valor de CEso obtido esté entre
100 e 10 mg/L, isso indica um nivel agudo |l de toxicidade (Pouca Toxicidade).
Esses valores de CEso para o bio-6leo, sdo muitas vezes superiores aos
inseticidas convencionais utilizados para o controle das pragas, indicando a

baixa ecotoxicidade aguda para essa substancia.
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Figura 25 - Dose-resposta em Daphnia magna ap6s 48h da exposi¢cao com o bio-6leo
de CdB nas concentra¢gfes 100, 50, 25, 12,5 e 6,75 mg/L. Para todos os testes n=60
individuos e 3 repeti¢cdes. CEso = 71,76 mg/L [68,61 ~75,15] (IC 95%).

4.1.4 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE EM SEMENTES DE Allium cepa
EXPOSTAS AOS L.P. DE CdB

4.1.4.1 Ensaio de germinacao ap0s exposicdo aos L.P. de CdB

Para a realizacdo deste ensaio, apenas as fragdes aquosas Al, A2 e A3
foram utilizadas, uma vez que a Fragdo A4, que possuia uma quantidade inferior

as outras, esgotou-se antes de poder ser testada. Os resultados obtidos na
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Figura 26 indicaram que houve uma diferenca estatisticamente significativa
apenas nas sementes de A. cepa tratadas com os L.P. de CdB quando expostas
ao bio-6leo, em comparacgéo com o grupo controle. No entanto, mesmo com essa
diferenca estatistica, a taxa de germinacdo das sementes tratadas com bio-6leo
foi superior a 90%, sugerindo uma baixa fitotoxicidade dos derivados da pirdlise
de CdB. A taxa de germinacédo das sementes tratadas com acetona exibiu uma
leve reducdo, mas essa diferenca nao alcancou significancia estatistica, assim

como, os tratamentos com os L.P. de CdB (A1, A2 e A3).
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Figura 26 - Taxa de germinacdo em sementes de Allium cepa expostas aos L.P. CdB a
1% apos 14 dias. O p-valor (*) = 0,0124 indica diferenga significativa em relacdo ao
controle (acetona), enquanto (NS) indica auséncia de diferenca significativa.

4.1.4.2 Ensaio da medicdo das raizes ap0s exposi¢do aos L.P. de CdB

A analise dos dados (Figura 27) revelou que o tratamento com acetona nao
obteve um impacto estatisticamente significativo no crescimento radicular das
sementes de A. cepa, apresentando um tamanho médio das raizes de 47,6 mm,

proximo ao grupo controle tratado com agua (50 mm).
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Figura 27 - Tamanho médio das raizes formadas em sementes de A. cepa expostas
aos L.P. CdB a 1% ap6s 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001 indica diferenca significativa
em relacdo ao controle (acetona), enquanto (NS) indica auséncia de diferenca
significativa.

Da mesma forma, os tratamentos com os L.P. de CdB (A1, A2 e A3) ndo
resultaram em diferencas estatisticamente significantes no tamanho médio das
raizes em comparagdo com o grupo controle. No entanto, o tratamento com o
bio-6leo mostrou uma inibicdo significativa no crescimento radicular, com um
tamanho médio das raizes de 16,6 mm, sendo consideravelmente menor em
relagéo ao grupo controle. Esses resultados indicam uma tendéncia de aumento
da fitotoxicidade a medida que as fracées aquosas dos L.P. de CdB avangam,

com a maior proximidade com o bio-6leo.

4.1.4.3 Avaliacdo da massa média das raizes ap0s exposicado aos L.P. de
CdB

Os resultados (Figura 28) indicam variacfes significativas na massa média
das raizes das sementes de A. cepa submetidas expostas aos tratamentos. O
grupo controle tratado com &agua apresentou uma média de 389,24 mg. O
tratamento com acetona resultou em uma massa média das raizes de 351,26
mg, mostrando uma reducdo nao estatisticamente significativa. Ja os
tratamentos com os L.P. de CdB (A1, A2 e A3) apresentaram valores de 319,21
mg, 331,99 mg e 303,72 mg, respectivamente, também sem diferencas
estatisticamente significantes. No entanto, o tratamento com o bio-6leo exibiu

59



uma reducao significativa na massa média das raizes, com um valor de 194,39
mg, em relacdo ao grupo controle. Esses resultados sugerem um efeito inibitério
acentuado no crescimento radicular das sementes de A. cepa pelo bio-6leo.
Portanto, os derivados da pirélise de CdB podem apresentar compostos
fitotoxicos, especialmente no caso do bio-6leo, que afetam negativamente o

desenvolvimento das raizes das sementes de A. cepa.
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Figura 28 - Massa média das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos L.P. CdB a 1% apés 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001 e (*) = 0,0190 indicam
diferenca significativa em relacéo ao controle (acetona ou 4gua), enquanto (NS) indica
auséncia de diferenca significativa.

Com base nesse contexto, as fracdes Al e A2 foram categorizadas como
Nivel 0, a Fracdo A3 como Nivel -1 e, finalmente, o bio-6leo como Nivel -3, por

apresentar o efeito inibitério significativo nos trés ensaios.
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4.2 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA PIROLISE DE LICURI

Nesse estudo, foram realizadas trés diferentes conversdes térmicas por
pirdlise de licuri em momentos distintos. A analise do rendimento médio das
fracbes mostrou os seguintes percentuais: 45,7% de liquido aquoso; 8,5% de
bio-6leo; 37,1% de biocarvao e 8,7% de biogas. Para os ensaios de toxicidade
em A. diaperinus e R. dominica, foram testadas as fracbes aquosas das trés
conversdes de pirdlise do licuri. Ja nos testes de ecotoxicidade, foram avaliados
especificamente o liquido aquoso e o bio-6leo provenientes da primeira

conversao de pirélise do licuri (LICURI.1).

4.2.1 AVALIACAO DA EFICACIA DOS L.P. DE LICURI EM Alphitobius

diaperinus.

A primeira conversdo revelou uma variagcdo da mortalidade ao longo do
tempo (Tabela 4). Apos 24 horas de exposi¢ao, o ensaio de contato com a fragao
Al apresentou uma taxa de mortalidade de 3,9%, que aumentou gradualmente
para 9,4% apds 96 horas. No entanto, vale ressaltar que essa taxa nao foi
estatisticamente significativa quando comparada ao controle. As fracfes A2, A3,
A4 e A5 mostraram um padrao diferente, com taxas de mortalidade aumentando
progressivamente com o tempo de exposi¢cdo. A fracdo A2, por exemplo,
registrou 25,0% apos 24 horas, aumentando para 53,9% ap6s 96 horas. As
fracOes A3, A4 e A5 também apresentaram aumentos, sendo a fracdo A3 a mais

eficaz, alcancando uma taxa de 87,2% ap0s 96 horas.
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Tabela 4 - Taxa de mortalidade de adultos de Alphitobius diaperinus tratados com as
fracBes aquosas de trés conversdes de licuri (4,5 mg/cm?) via toxicidade por contato.
Os valores de mortalidade em diferentes intervalos de tempo (24h, 48h, 72h e 96h)
foram apresentados com erro padrdo da média (SEM). Todos os testes foram
conduzidos com pelo menos n = 120 insetos, mantendo uma taxa de infestacéo de 0,3
insetos/cm? por repeticdo. A taxa de mortalidade foi calculada de acordo com a férmula
proposta por Henderson & Tilton. Os valores de p observados sdo entre a mesma
fracd0, mesmo tempo e conversodes distintas.

Mortalidade (%) £ SEM

Conversao
4,5 mg/cm? 24h 48h 72h 96h

Al 3,98 + 15 7,28 + 438 7,88¢ + 53 9,4%° + 4.4

F,G 35,6" F,G 1,G
A2 25,07¢ + 3,9 ¢ t 42 36,77¢ + 4,1 53,96 + 3,0
LICURL.1 A3 59,4- + 5,0 80,6 + 8,3 83,9 + 6,9 87,2 + 5,0
Ad 75,6M + 5,0 86,7V + 3,3 88,9M + 3,9 89,4M + 3,7

48,9N' P,Q PR P,R
A5 o t 4,1 66,172 + 55 66,7°fF + 5,8 67,2°% + 54
C-* 00 £ 0,0 00 £ 0,0 0,0 £ 0,0 00 £ 0,0
Al 38,3%F + 94 56,1%¢ + 13,1 57,3%F + 13,1 60,7°F + 13,2
A2 72,2 + 10,1 80,0" + 7,0 88,6 + 3,9 93,7" + 3,0
A3 71,6 + 13,6 81,7" + 10,9 91,5' + 5,9 949" + 2,6

LICURI.2

Ad 70,0M + 12,8 80,0M + 10,5 89,7M + 54 90,9M + 5,6
A5 15,5 + 10,3 17,87 + 12,0 20,07 + 13,8 21,17 + 14,2
C-* 00 + 0,0 00 + 0,0 1,7 + 1,1 1,7 + 1,1
Al 30,9t + 9,6 35,98 + 10,6 42,3“F + 12,3 42,7°F + 12,4
A2 50,0 + 10,0 53,39 + 10,2 58;3 + 11,0 58’5} + 10,8

L L L L
LICURL3 A3 580" £ 65 720" £ 6,0 82,7" £ 45 837" + 42
A4 56,5M + 5,1 68,5M + 5,2 76,0 + 5,4 77,0M + 51

A5 20,0°° + 3,9 34,7%% + 5,7 41,7%% + 6,7 44,775 + 6,7
C-* 0,0 + 0,0 0,0 + 0,0 1,7 £ 1,1 1,7 £+ 1,1

A.E,GJLMR,S

C-: controle negativo; *Agua; valores de p: (NS), BFNP (<0,0001), € (0,088), M(0,0002), '(0,0013),

N(0,0125), ©(0,0475) &,(0,023)

Os resultados obtidos para as trés conversdes de licuri revelaram um
padrdo pouco distinto. A fracdo Al da LICURI.2 apresentou uma taxa de
mortalidade de 38,3% ap0s 24 horas de exposi¢cdo, que aumentou para 60,7%
ap0s 96 horas. Essa taxa de mortalidade foi significativamente superior a
observada no controle, indicando a eficacia da fracdo Al. A fracdo A2 da
LICURI.2 também demonstrou eficacia, registrando uma taxa de mortalidade de

72,2% apos 24 horas, que aumentou para 93,7% apds 96 horas. As fracdes A3,
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A4 e A5 apresentaram taxas de mortalidade crescentes ao longo do tempo, com
a fracdo A3 alcancando uma taxa de mortalidade de 94,9% apds 96 horas.

Os resultados da conversdo LICURIL3 revelaram um comportamento
semelhante em relacdo as conversdes LICURI.1 e LICURI.2. A fracdo Al da
LICURIL.3 apresentou uma taxa de mortalidade de 30,9% apds 24 horas de
exposicao, que aumentou para 42,7% apds 96 horas. No entanto, assim como
nas conversdes anteriores, a fracdo Al da LICURI.3 ndo apresentou uma
diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o0 controle,
indicando uma eficacia limitada. A fracdo A2 da LICURI.3 mostrou um padrédo
semelhante ao observado nas LICURI.1 e LICURL2, com uma taxa de
mortalidade de 50,0% apés 24 horas, aumentando para 58,3% ap0s 96 horas.
As fracdes A3, A4 e A5 também exibiram aumentos na mortalidade ao longo do
tempo, com a fracdo A3 atingindo uma taxa de mortalidade de 83,7% apds 96
horas.

A analise comparativa entre as trés conversdes (LICURI.1, LICURL2 e
LICURI.3), as fragbes A2, A3, A4 e A5, em todas as conversdes, apresentaram
um aumento gradual na taxa de mortalidade ao longo do tempo de exposicao,
indicando a eficacia crescente dessas fracdes. A fracdo A3, em particular,
demonstrou ser a mais eficaz em todas as conversdes, alcancando taxas
superiores a 80% ap0ds 96 horas de exposi¢cdo. Também foi observado que as
fracOes aquosas da LICURI.2 demostraram a atividade inseticida mais elevadas
em um periodo de tempo mais curto em comparacdo com as LICURIL1 e
LICURIL.3. Isso sugere que a conversao LICURI.2 teve um impacto mais imediato
na mortalidade de A. diaperinus.

Além disso, € importante destacar que foi evidenciado um padréo
consistente de atividade inseticida nas frac6es intermediarias A3 e A4 em todas
as trés conversdes e momentos de observacdo analisados. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre essas fracbes em
nenhum dos cenarios avaliados. Essa constancia nos resultados sugere que o
espectro inseticida proveniente da pirdlise de LICURI estd concentrado nas
fracOes intermediarias e que o processo de obtencéo dessas fracdes € altamente
reprodutivel.

E importante ressaltar que o bio-6leo néo foi utilizado neste ensaio devido

a obtencao de quantidades muito pequenas em algumas conversdes. Em razao
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de sua natureza altamente viscosa, o0 bio-6leo aderia a vidraria, dificultando sua
remocao e tornando inviavel a realizacéo dos ensaios biolégicos.

As fragdes A3 e A4, que demonstraram um desempenho superior e ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, foram selecionadas
para a observacdo da DLso. Somente as fracbes da conversdo 1 (LICURI.1)
foram utilizadas. Os resultados indicam uma relacdo dose-resposta significativa
entre a mortalidade para a fracdo A3. A medida que a concentrag&o diminui para
3,4 mg/cmz?, a taxa de mortalidade ainda é substancial, registrando 77,22%. A
mortalidade continua a ser observada com concentragdes de 2,5 mg/cm? e 1,7
mg/cm?, com taxas de 55% e 12,7%, respectivamente. No entanto, em
concentracbes mais baixas, como 0,86 mg/cm?, a mortalidade diminui
significativamente para 5,5%. Diante do exposto, a DLsp foi calculada em 2,5
mg/cm? (Figura 29).
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Figura 29 - Dose-resposta em Alphitobius diaperinus apés 96h da exposicdo com a
fracdo A3 de LICURI nas concentracdes de 4,3, 3,5, 2,6, 1,7, e 0,9 mg/cmz2. Para todos
os testes, n = 120 individuos. DLso = 2,5 mg/cm2 [2,4 ~ 2,6] (IC 95%)

Em relagéo a fragdo A4, os resultados indicam novamente uma relacao
dose-resposta significativa entre a mortalidade e a concentragdo. A medida que
a concentracao diminui para 3,4 mg/cmz?, a taxa de mortalidade ainda € 87%. A
mortalidade continua a ser observada com concentracfes de 2,5 mg/cm2 e 1,7
mg/cm?, com taxas de 60% e 23,9%, respectivamente. No entanto, em
concentragbes mais baixas, como 0,8 mg/cm?, a mortalidade para 3,3%. Diante

do exposto, a DLso foi calculada em 2,3 mg/cm? (Figura 30).
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Figura 30 - Dose-resposta em A. diaperinus apds 96h da exposicdo com a fracdo A4
de LICURI nas concentracdes entre 4,3, e 0,9 mg/cmz2. Para todos os testes, n = 120
individuos. DLso = 2,3 mg/cmz [2,2 ~ 2,4] (IC 95%)).
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Comparando as fragbes A3 e A4 em relacdo a mortalidade em A.
diaperinus, ambos o0s grupos mostraram uma relagcdo dose-resposta
significativa, com taxas de mortalidade mais altas em concentracbes mais
elevadas e reducao da mortalidade em concentracdes mais baixas. A fracdo A4
apresentou uma mortalidade ligeiramente superior em algumas concentragcdes e
uma DLso ligeiramente menor do que a fragdo A3, sugerindo uma maior
toxicidade. No entanto, é relevante observar que os intervalos de confianca das
DLso de ambas as fragbes A3 e A4 tém uma sobreposi¢cdo, o que indica que,

estatisticamente, ndo ha uma diferenca significativa entre suas toxicidades.

4.2.2 AVALIAQAO DA EFICACIA DOS L.P. DE LICURI EM Rhyzopertha
dominica.

No resultado da conversao LICURI.1, todas as fragbes demonstraram
eficacia significativa da fumigagéo ja nas primeiras 24 horas da exposicao e se
elevaram no decorrer do ensaio (Tabela 5). A fracdo A1 demonstrou eficacia,
com taxas de mortalidade consistentemente altas, superando 80% apos 96
horas. Da mesma forma, a fracdo A2 da mesma conversdo também obteve
resultados expressivos, registrando 79% de mortalidade apdés 96 horas de
exposicdo. No entanto, a eficacia das fracdes A3, A4 e A5 da LICURI.1 foi
inferior, com taxas de mortalidade variando entre 61% e 65%.
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Tabela 5 - Taxa de mortalidade de Rhyzopertha dominica tratados com a fracdo aquosa
de trés conversdes de licuri a 750 mg/L ) via toxicidade por fumigagéo. Os valores de
mortalidade em diferentes intervalos de tempo (24h, 48h, 72h e 96h) foram
apresentados com erro padrdo da média (SEM). Todos os testes foram conduzidos com
pelo menos n = 120 insetos, mantendo uma taxa de infestacdo de 0,5 insetos/mL2 por
repeticdo. A taxa de mortalidade foi calculada de acordo com a férmula proposta por
Henderson & Tilton. Os valores de p observados sé@o entre a mesma fragdo, mesmo
tempo e conversdes distintas.

Mortalidade (%) £ SEM

Conversao
750 mg/Lan 24h 48h 72h 96h
Al 63,5° + 6,3 74,02 + 4,3 75,92 + 3,8 81,1 + 3,6
A2 58,3° + 5,7 72,2° + 3,1 73,0° + 2,8 79,0° + 3,1
A3 45,0° + 1,8 63,3° + 5,7 65,1 + 6,5 65,6¢ + 4,5
LICURI.1
A4 58,2%¢ + 4,7 65,87 + 4,0 67,7" + 4,7 63,7" + 49
A5 48,2 + 51 55,0'™ + 54 58,0 + 5,3 60,879 + 5,1
C-* 1,7 £+ 1,0 50 = 1,8 13,3 * 1,6 15,0 + 1,8
Al 65,2° + 6,1 68,22 + 4,7 74,72 + 2,9 78,82 + 1,8
A2 55,1° + 6,5 61,9° + 7,0 66,5° + 6,2 69,7° + 4,5
A3 33,3° + 3,5 46,3° + 2,5 56,3° + 4,3 55,0¢ + 4,3
LICURI.2
A4 27,69 + 6,9 40,4 + 3,8 53,0" + 3,1 51,3" + 3,1
A5 28,6" + 4,4 35,2 + 4,3 40,0 + 4,8 54,07 + 1,8
C-* 25 + 0,6 58 £ 0,9 12,5 + 1,6 150 + 2,1
Al 52,32 + 51 56,3 + 4,9 63,92 + 6,5 72,7° + 311
A2 50,2° + 8,3 57,7° + 4,2 66,1° + 8,7 72,5° + 5,9
A3 53,4° + 6,1 59,7¢ + 7,9 66,0 + 7,2 69,1¢ + 5,7
LICURI3
A4 26,1°" + 4,2 33,480 + 3,7 50,1" + 2,3 53,6" + 2,0
A5 11,5 + 1,2 18,6™ + 1,5 26,97 + 1,7 38,397 + 2,3
C-* 0,5 £+ 0,2 33 + 0,6 55 = 0,8 10,8 + 1,2

C-: controle negativo; *Agua; valores de p: 2 &M P-T (ns) 9 (0,003), € (0,001), (0,02), 9 (0,001), | (0,0002),'
(0,005), M (<0,0001), " (0,022)

Na conversdo LICURI.2, os resultados revelaram um padrdo semelhante
as conversdes LICURI.1. Todas as fracdes demonstraram eficicia notavel ja nas
primeiras 24 horas de exposigdo. A fragdo Al da LICURI.2 apresentou uma taxa
de mortalidade de 65,2% apds 24 horas de exposi¢cdo, que aumentou para
78,8% apods 96 horas. A fracdo A2 também demonstrou eficacia, com taxas de
mortalidade superiores a 69% apds 96 horas de exposicdo. No entanto, as
fracOes A3, A4 e A5 dessa conversdo mostraram resultados menos eficazes,
com taxas de mortalidade variando de 27,6% a 54,0%. Assim como nas
conversfes anteriores, todas as fragdes da LICURI.2 demonstraram eficacia ja

nas primeiras 24 horas de exposicao.
66



Os resultados das trés conversbes de LICURI revelaram um
comportamento semelhante. A fracdo Al da terceira conversdo (LICURI.3)
apresentou a taxa de mortalidade de 52,3% apés 24 horas de exposicdo, que
aumentou para 72,7% ap0s 96 horas. A fragdo A2 também mostrou eficacia, com
taxas de mortalidade superiores a 70% ap0s 96 horas de exposicédo. No entanto,
as fracbes A3, A4 e A5 da LICURI.3 apresentaram resultados menos eficazes,
com taxas de mortalidade variando de 11,5% a 53,4% nas primeiras horas de
observacéo do ensaio e entre 38,3% e 69,1% apds as 96 horas. Assim como
nas conversbes anteriores, as fragcdes iniciais Al e A2 da LICURI3
demonstraram eficacia ja nas primeiras 24 horas de exposicao.

A analise comparativa entre as trés conversoes (LICURI.1, LICURI.2
e LICURL.3) revelou padrdes notaveis nas taxas de mortalidade das fragbes A1,
A2 e A3 durante o decorrer do ensaio. Em todas as conversoes, foi observado
um aumento gradual na taxa de mortalidade ao longo do tempo de exposicao,
indicando relacao entre a eficacia e o tempo de exposicdo. Destaca-se que a
fracdo A1l demonstrou ser a mais eficaz em todas as conversoes, alcangando
taxas superiores a 80% apods 96 horas de exposicdo. Além disso, os L.P. da
LICURI.1 apresentaram uma atividade pesticida mais elevada em um periodo de
tempo mais curto em comparacao com as LICURI.2 e LICURI.3, sugerindo que
a conversdo LICURI.1 teve um impacto mais imediato na mortalidade de R.
dominica.

E importante destacar que um padrdo constante de atividade
inseticida emergiu nas fracdes iniciais Al, A2 e A3 em todas as trés conversdes
e momentos de observacdo analisados. Nao se observaram diferencas
estatisticamente significativas entre essas fragcbes em nenhum dos cenarios
avaliados. Essa uniformidade nos resultados sugere que o0 espectro inseticida
originado da pirdlise de LICURI se concentra nas fracdes iniciais e que o
processo de obtencao dessas fracdes é consistente e reprodutivel.

Vale destacar novamente que o bio-6leo ndo foi empregado neste
ensaio, embora testes preliminares tenham indicado uma alta atividade
pesticida. Devido as complexidades enfrentadas, optou-se por selecionar as
fracdes Al e A2 para a determinagdo da DLso, uma vez que essas fracdes
demonstraram um desempenho superior em relacdo as demais e nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Importante ressaltar
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gue apenas as fracdes da conversdao 1 (LICURI.1) foram consideradas nesta
etapa do estudo.

Os resultados da andlise da fracdo Al indicam uma relacdo dose-resposta
(Figura 31). A medida que a concentraco diminui, a taxa de mortalidade diminui
também. Inicialmente, a taxa de mortalidade é de 81,1% a uma concentracdo de
750 mg/L(ar, diminuindo para 72,2% a 500 mg/L@r), 59,4% a 375 mg/Larn), 43,3%
a 250 mg/L@rn), e 23,3% a 125 mg/L@r. Com base nessas observagdes, a DLso
para a fragdo Al foi calculada em 285,8 mg/Lr), com um intervalo de confianga
de 95% entre 260,6 e 311,7 mg/Ln).
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Figura 31 - Dose-resposta em Rhyzopertha dominica apos 96h da exposicdo com a
fracdo Al de licuri nas concentracdes entre 750 e 125 mg/L . Para todos os testes, n
= 120 individuos. DLso = 285,8 mg/Lr [260,6 ~ 311,7] (IC 95%).

Em relacdo a fragdo A2, os resultados indicam novamente uma relagéo
dose-resposta significativa entre a mortalidade e a concentracdo. Conforme a
concentracdo diminui, a taxa de mortalidade segue a mesma tendéncia (Figura
32). A uma concentracdo de 750 mg/Lan), a taxa de mortalidade é de 78,8%,
diminuindo para 73,5% a 500 mg/Lar, 60% a 375 mg/Lr), 42,8% a 250 mg/Lr)
e 19,5% a 125 mg/Lan. A partir dessas observacdes, foi calculada a DLso para a
fracdo A2, que resultou em 293,9 mg/L ), com um intervalo de confianga de 95%
variando entre 269,3 e 319,4 mg/Lan).
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Figura 32 - Dose-resposta em Rhyzopertha. dominica apés 96h da exposi¢cdo com a
fracdo A2 de licuri nas concentracdes entre 750 e 125 mg/L . Para todos os testes, n
=120 individuos. DLso = 293,9 mg/L) [269.3 ~ 319,4] (IC 95%).

A fragdo Al apresentou taxas de mortalidade ligeiramente superiores em
algumas concentragdes e uma DLsp um pouco menor em comparagao com a
fracdo A2, sugerindo uma maior toxicidade. Contudo, é relevante notar que os
intervalos de confianga das DLso de ambas as fragbes Al e A2 tém uma
consideravel sobreposicéo, indicando que, estatisticamente, ndo héa diferenca
significativa em suas toxicidades.

As fracbes aquosas de licuri demonstraram ser altamente eficazes como
pesticida em ensaios com R. dominica e A. diaperinus. O processo de
segmentacéo da fragcdo aquosa (Al, A2, A3, A4 e A5) foi fundamental para
observar a acédo inseticida em dois modelos distintos e com diferentes
resultados. Os resultados obtidos destacam a promissora capacidade das
fracOes iniciais em controlar efetivamente a populacdo de R. dominica e das
fracdes intermediarias em controlar a populacdo de A. diaperinus, sugerindo o
potencial dessas fragbes como agentes de controle quimico alternativo em
diferentes cenarios agricolas e no armazenamento de produtos, seja por contato

direto ou como um fumigante.

4.2.3 AVALIACAO DA IMOBILIDADE DE NEONATOS DE Daphnia magna
EXPOSTOS AS FRACOES AQUOSAS DE PIROLISE DO LICURI

Neste estudo, apos nove repeticdes, as fracdes A2, A3, A4, A5 e o bio-6leo
foram consideradas toxicas para organismos aquaticos, uma vez que atingiram
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taxas de imobilidade superiores a 50% (Tabela 6). Os resultados registrados
para essas fracdes foram, respectivamente: 48,9%, 66,7%, 72,2%, 63,9% e
80,6%. A fracdo A2 foi incluida na lista devido ao seu erro padrdo. O proximo
passo foi quantificar a toxicidade dessas fracdes para determinar em qual nivel
de toxicidade elas se enquadram.

Tabela 6 - Taxa de Imobilidade em neonatos de Daphnia magna expostos a 100 mg/L
das fracBes aquosas de pirélise do licuri sucedido pelo erro padréo da média (SEM).
(n=9 repeticdes).

LICURI Imobilidade (%) + SEM

100 mg/L D;°hjfas 24h 48h
A1 180 106 + 1,3 261 + 1,7
A2 180 344 + 23 489 + 25
A3 180 506 + 2,7 66,7 + 2,2
A4 180 650 + 27 722 £ 29
As 180 506 * 3,0 639 + 25
oL 180 52,8 + 23 806 =+ 24
C-* 180 1,7 + 04 33 + 08
C-+* 180 00 + 00 50 + 13

C-: controle negativo; *Agua; ** Acetona.
g g

Os resultados da exposicdo dos neonatos de D. magna a fracdo A2 séo
apresentados na Figura 33. A taxa de imobilidade foi avaliada em diferentes
concentracdes, variando de 100 mg/L a 12,5 mg/L. Observou-se que, mesmo
nas concentracdes elevadas (75 mg/L), a imobilidade permaneceu abaixo de
5%, indicando baixa toxicidade para organismos aquaticos. A analise de
regressao probit revelou que o CEsp para a fracdo A2 foi de 100,5 mg/L, com um
intervalo de confianga de 95% entre 99,2 e 101,9 mg/L. Conforme as diretrizes
do GHS (2021), um CEso entre 100 e 10 mg/L é classificado como nivel agudo

[l de toxicidade, indicando Pouca Toxicidade para organismos aquaticos.
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Figura 33 - Dose-resposta de Daphnia magna apés 48h da exposi¢cdo com a fracdo A2
de licuri nas concentra¢des 100, 50, 25, 12,5 e 6,75 mg/L. Para todos os testes n=60
individuos e 3 repeti¢cdes. CEsg = 100,5 mg/L [99,2 ~ 101,9] (IC 95%).

Os resultados da exposi¢ao dos neonatos de D. magna a fracdo A3 estao
representados na Figura 34 a seguir. Notavelmente, mesmo nas concentracoes
mais elevadas (75 mg/L), a taxa de imobilidade permaneceu abaixo de 15%, o
gue sugere uma baixa toxicidade para organismos aquaticos. A analise de
regressao probit revelou um CEso de 92 mg/L, com um intervalo de confianca de
95% entre 90,6 e 93,5 mg/L. De acordo com as diretrizes do GHS (2021), é
categorizado como nivel agudo Ill de toxicidade, indicando, hovamente, pouca

toxicidade para organismos aquaticos.
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Figura 34 - Dose-resposta em Daphnia magna apds 48h da exposicado com a fracdo A3
de licuri nas concentragfes 100, 50, 25, 12,5 e 6,75 mg/L. Para todos os testes n=60
individuos e 3 repeti¢cdes. CEso = 92 mg/L [90,6 ~ 93,5] (IC 95%).
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A Figura 35 abaixo apresenta os resultados da exposicdo dos neonatos de
D. magna a fracdo A4 em diversas concentracbes. Novamente, nas
concentragbes mais elevadas, a taxa de imobilidade permaneceu abaixo de
10%, indicando uma baixa toxicidade para organismos aquaticos. A andlise de
regressao probit revelou um CEso de 92,1 mg/L, com um intervalo de confianca
de 95% entre 90,2 e 94 mg/L. Conforme as diretrizes do GHS (2021), é
classificado como nivel agudo Il de toxicidade, demonstrando uma toxicidade

minima para organismos aquaticos.
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Figura 35 - Dose-resposta em Daphnia. magna apos 48h da exposicdo com a fragédo
A4 de licuri nas concentragdes 100, 50, 25, 12,5 e 6,75 mg/L. Para todos os testes n=60
individuos e 3 repeti¢cdes. CEso = 92,1 mg/L [90,2 ~ 94] (IC 95%).

Na Figura 36, podemos observar os resultados da exposi¢do dos neonatos
de D. magna a fracdo A5 em diversas concentragbes. Em todas as
concentracOes testadas, a taxa de imobilidade permaneceu abaixo de 10%,
indicando uma baixa toxicidade para organismos aquaticos. A analise de
regressao probit resultou em um CEso de 94,2 mg/L, com um intervalo de
confianca de 95% entre 92,2 e 96,1 mg/L. De acordo com as diretrizes do GHS
(2021), esse valor se enquadra na categoria de nivel agudo Ill de toxicidade,

indicando um baixo risco para organismos aquaticos.
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Figura 36 - Dose-resposta em Daphnia magna apdés 48h da exposi¢cdo com a fragdo A5
de licuri nas concentra¢des 100, 50, 25, 12,5 e 6,75 mg/L. Para todos os testes n=60
individuos e 3 repeticdes. CEso = 94,2 mg/L [92,2 ~ 96,1] (IC 95%).

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que a fracédo
A2 apresentou uma CEso significativamente maior (100,5 mg/L) em comparacéo
as fracbes A3, Ad e A5 (92,04; 92,11 e 94,16 mg/L, respectivamente). Isso indica
uma menor toxicidade para a fracdo A2. Entretanto, ndo foi identificada diferenca
estatistica significativa entre as CEso das fracbes A3, A4 e A5, devido a
intersecao entre seus intervalos de confianca. Dessa forma, é possivel classificar
as fracdes A3, A4 e A5 como Nivel Il de toxicidade aguda, de acordo com a
escala do GHS (2021). E importante notar que esses resultados s&o oriundos de
testes qualitativos e quantitativos, e devem ser considerados conjuntamente
para determinar a toxicidade real e o impacto ambiental das fragbes avaliadas.

Os resultados da exposi¢cdo dos neonatos de D. magna ao bio-0leo sdo
apresentados na Figura 37 a seguir. Foi observada uma relacdo dose-resposta,
com uma taxa de imobilidade que aumentou a medida que a concentracdo de
bio-6leo aumentou. A analise de regressao probit revelou um CEso de 39,9 mg/L,
com um intervalo de confianca de 95% entre 33,5 e 46,6 mg/L. Isso indica que o
bio-6leo apresenta uma toxicidade um pouco mais elevada em comparacdo com
as fracdes aquosas. No entanto, de acordo com as diretrizes do GHS (2021),
esse valor ainda se enquadra na categoria de nivel agudo Ill de toxicidade, o que

significa que representa um baixo risco para organismos aquaticos.

73



100

80—

60—

40

Imobilidade (%0)

1 T T T T
0 25 50 75 100

mg/L

Figura 37 - Dose-resposta em Daphnia magna ap6s 48h da exposi¢cdo com o bio-6leo
de licuri nas concentra¢des 100, 50, 25, 12,5 e 6,75 mg/L. Para todos os testes n=60
individuos e 3 repeti¢cdes. CEso = 39,9 mg/L [33,5 ~ 46,6] (IC 95%).

Os resultados da avaliacéo de ecotoxicidade das L.P. de licuri demonstram
gue essas fracdes, juntamente com o bio-6leo, apresentam um baixo risco para
0 ambiente aquatico. Essas descobertas sugerem que as L.P. de licuri podem
ser usados com seguranca em cenarios agricolas e no armazenamento de
produtos, minimizando o impacto ambiental negativo associado a pesticidas
convencionais. Além disso, € importante notar que néo foi identificada diferenca
estatisticamente significativa entre as CEso das fracdes A3, A4 e A5, devido a
intersecdo entre seus intervalos de confianga, ressaltando a consisténcia das

propriedades ecotoxicoldgicas dessas fracdes.

4.2.4 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE EM SEMENTES DE Allium cepa
EXPOSTAS AOS L.P. DE LICURI

4.2.4.1 Ensaio de germinagado ap0s exposicdo aos L.P. de Licuri

Neste estudo, além de investigar as formulacdes da pirdlise de LICURI.1
também foi analisada a influéncia do Natupirol®, um liquido obtido da pirdlise de
troncos de eucalipto e utilizado como condicionador de solo na agricultura
organica. Os resultados obtidos (Figura 38) revelaram diferencas significativas

nas taxas de germinacao entre os tratamentos. Enguanto o tratamento com agua
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e acetona apresentaram taxas médias de germinacdo de 96,67% e 97,5%,
respectivamente, as formulacbes de licuri mostraram variacdes nas taxas de
germinacéo entre 34,58% e 86,25%. O tratamento com Natupirol® demonstrou
uma taxa média de germinacdo de 99,44%. Observou-se uma tendéncia de
reducdo na taxa de germinacao a medida que se avancou das fracGes para A2,
A3 e A4. Essa diminuicdo continuou na fracao oleosa. No entanto, houve uma
leve recuperacao na taxa de germinacdo na fracdo A5. Os valores de p foram
significativos para essas formula¢gBes, indicando diferencas estatisticas
significativas em relacdo ao tratamento com agua e acetona. Esses resultados
indicam que as diferentes fracdes da pirolise de Licuri podem ter efeitos variados
na germinacao das sementes, com algumas fracdes apresentando um impacto

negativo mais pronunciado do que outras.
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Figura 38 - Taxa de germinacdo em sementes de Allium cepa expostas aos L.P.
LICURI.1 a 1% apds 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001 indica diferenga significativa em
relacdo ao controle (agua, ou acetona), enquanto (NS) indica auséncia de diferenca
significativa.

4.2.4.2 Ensaio da medicdo das raizes ap0s exposicao aos L.P. de Licuri

Os resultados obtidos, apresentados na Figura 39, revelaram diferencas
significativas nos tamanhos médios das raizes entre os tratamentos. No
tratamento com agua, a média do tamanho das raizes foi de 42,1 mm, enquanto

no tratamento com acetona a média foi de 43,8 mm. Os L.P. de licuri
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apresentaram médias de tamanho das raizes variando entre 10,1 mm e 36,1
mm. As fracdes intermediarias (A2, A3 e A4) exibiram tamanhos médios de
raizes entre 12,3 mm e 15,5 mm. A fracdo A5 exibiu uma média de 21,6 mm,
enguanto o bio-6leo apresentou uma média de 10,1 mm. Os valores de p foram
significativos para as formulac¢des LICURI A2, A3, A4 e OL, indicando diferencas
estatisticamente significativas em relacéo aos tratamentos com agua e acetona.
No entanto, no tratamento com Natupirol®, a média de tamanho das raizes foi de
49,16 mm, mas o p-valor foi superior a 0,05, indicando que a diferenca néo foi

estatisticamente significativa em relagdo ao tratamento com agua.
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Figura 39 -Tamanho médio das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos L.P. LICURI.1 a 1% apos 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001 indica diferenca
significativa em relacédo ao controle (dgua, ou acetona), enquanto (NS) indica auséncia
de diferenca significativa.

4.2.4.3 Avaliacdo da massa média das raizes ap6s exposicdo aos L.P. de

Licuri

Os resultados do estudo também revelaram diferencas estatisticamente
significativas na massa media das raizes entre os tratamentos avaliados,
conforme ilustrado na Figura 40. O tratamento com agua apresentou uma média
de massa das raizes de 317,3 mg, enquanto o tratamento com acetona exibiu
uma meédia de 334,8 mg. O tratamento com a formulacdo Al, observou-se uma
média de 269,5 mg. As formulacdes subsequentes, A2, A3, A4, A5 e OL,

apresentaram uma tendéncia de diminuicdo na massa média, com valores de
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153,2 mg, 153,8 mg, 154,0 mg, 203,0 mg e 149,8 mg, respectivamente. E
importante destacar que a formulacdo OL mostrou a menor média entre todas
as formulagdes de licuri testadas. Por outro lado, o tratamento com a formulagéo
Natupirol® apresentou uma média de massa das raizes maior, com um valor de
388,4 mg. No entanto, quando comparado ao tratamento com &gua, essa

diferenca nao foi estatisticamente significativa.
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Figura 40 - Massa média das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos L.P. LICURI.1 a 1% ap6s 14 dias. O p-valor (***) < 0,0002 e (*) = 0,0203 indicam
diferenca significativa em relagdo ao controle (agua, ou acetona), enquanto (NS) indica
auséncia de diferenca significativa

Nesse contexto, a fracdo Al foi classificada como Nivel 0, enquanto as
Fracdes A2, A3, A4, A5 e o bio-6leo receberam a classificacdo de Nivel -3 devido
ao seu efeito inibitério significativo nos trés ensaios realizados. Quanto ao
Natupirol®, embora tenha demonstrado médias superiores em relacéo ao grupo
controle em todos os cenarios, ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa, sendo, portanto, também classificado como Nivel 0.

4.3 ANALISE DA EFICACIA DO BIO-OLEO DE TSM EM

Rhyzopertha dominica

A biomassa TSM foi submetida a trés conversdes (TSM 1, TSM 2 e

TSM 3) em duas temperaturas diferentes (300° C e 400 °C), gerando um total de
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seis amostras de bio-0leo testadas. O rendimento médio para a conversao a
300°C foi de: 15,5% de bio-6leo; 27,9% de fracdo aquosa; 38,6% de biocarvao
e 17,9% de biogas. J& para a conversao a 400°C, os rendimentos foram de:
13,7% de bio-0leo; 29,2% de fracdo aquosa; 34,7% de biocarvédo e 22,3% de
biogas. Devido a limitacdo de biomassa disponivel para as conversdes, a
avaliacdo se concentrou na atividade inseticida apenas em R. dominica,

realizada via fumigacéo, e em testes de ecotoxicidade em D. magna e A. cepa.

4.3.1 ANALISE DA EFICACIA DO BIO-OLEO DE TSM A 300° C

A tabela 7 descreve os resultados obtidos com o Oleo das trés
conversdes (TSM 1, TSM 2 e TSM 3) de pirdlise da biomassa TSM a 300°C,
testados nas concentragdes de 750, 375, 150, 112,5, 75 e 25 mg/L(ar). De forma
geral, os resultados demonstraram altas taxas de mortalidade em adultos de R.
dominica quando expostos as maiores concentracdes (750, 375 e 150 mg/L(ar)).
Por outro lado, observa-se uma queda acentuada da mortalidade quando os
insetos sdo submetidos as menores concentra¢des (112,5, 75 e 25 mg/L(ar)),
havendo grande variagdo nos indices de mortalidade entre os diferentes
tratamentos. Na maior concentracdo (740 mg/L ar) do bio-6leo das 3 conversdes
a 300°C, foi observada uma mortalidade acima de 82% (82,7 a 93,3%) em
apenas 24h ap6s o tratamento, alcancando mais que 94% (94,4 a 97,9%) no
ultimo dia de observacéo.

A TSM 1 a 300°C resultou em mortalidade de R. dominica superior a
94% nas duas maiores concentracdes apés 96h de tratamento. Foi observada
uma queda na mortalidade (75,9%) na concentracdo intermediaria (150 mg/L ar)
e uma queda brusca nas trés dltimas concentracfes testadas, com valores de
mortalidade inferiores a 21%, no 4° dia do tratamento.Os resultados para as trés
conversdes foram bastante proximos no dltimo dia do tratamento, todos
superiores a 94% de mortalidade. Esse resultado pode sugerir uma possivel
acdo residual no bio-6leo, uma vez que a mortalidade estd diretamente
relacionada ao tempo de exposi¢cédo, conforme foi demonstrado no resultado
obtido por essa conversao.

Os resultados obtidos pela biomassa TSM 2 a 300°C demonstraram

um padrao de alta letalidade nas maiores concentracdes e baixa letalidade nas

78



concentracdes inferiores. Dessa vez, a mortalidade observada apés as 96h de
letalidade nas maiores concentracdes foi superior a 96%.

O bio-6leo da TSM 3 a 300°C, novamente o padrao observado nas
outras conversodes se repetiu, as maiores concentracdes obtiveram as maiores
mortalidades, superiores a 94% apds 96h da exposicdo. No entanto, a medida
gue as concentracdes diminuem (112,5, 75 e 25 mg/Lrn), @ mortalidade diminui
consideravelmente, com taxas variando entre 16,7% e 10,4% ap6s 96 horas de
exposicao. Esse resultado indica uma clara relacao entre a concentra¢éo do bio-
Oleo e a taxa de mortalidade em R. dominica, com uma notavel queda de eficacia

em concentracfes mais baixas.

Tabela 7 - Mortalidade do teste de toxicidade por fumigagdo em Rhyzopertha dominica
expostos aos bio-6leos das trés conversdes a 300 °C da biomassa TSM, sucedido pelo
erro padrdo da média (SEM). A taxa de infestacao é de 0,5 insetos/mL2. A taxa de
mortalidade foi corrigida mediante a férmula proposta por Henderson & Tilton.

Conversao Mortalidade (%) +* SEM
300°C  mg/Leay 24h 48h 72h 96h
750 82,7+3,6 85+34 87,2123 94,4+ 3,0
375 56,9+4,4 75,427 89,8+2,5 940+14
150 38+3,7 60,9 £ 3,9 67,4 3,2 75,9+ 3,0
TSM 1
112,5 70+£15 11,2+15 202+1,6 215+2,1
75 43+3,1 20,7+£6,2 37,3147 27,9+3,5
25 20+15 3,1+15 36+1,6 5121
750 933+14 97 +1,1 98,1+0,8 97,9+0,8
375 83,2+t4 88,1+21 93,3+1,7 96,9+0,9
150 51,8+4,5 585+4,1 65,6 +3 71,2+34
TSM 2
112,5 8,7+1,2 11,7+2,2 19+43 20,2+4.8
75 1,7+£1,6 105+1,9 178+1,8 21,6+1,8
25 14+£1,2 3,1+22 48+43 48+4.8
750 88,9+4,7 91,2 +3,7 951+1,1 946+1,1
375 68,5+2,7 825+3,1 895+1,3 94,3+0,9
150 40,5+6,4 50,3+8,6 64,1 +5,3 70,6 + 3,6
TSM 3
1125 3,1+1,2 94+£19 15,3+2,7 16,7+2,6
75 23+04 58+1,1 121+£19 16,4+2,0
25 40+1,2 7,319 9,6+27 10,6 £ 2,6
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A Figura 41 informa o padréo dose-resposta obtido pela exposicéo aos bio-
Oleos das trés conversdes de TSM a 300°C apos 96h. No bio-6leo TSM 1, a
medida que a concentracdo diminui para 25 mg/Lar), a taxa de mortalidade é nao
significativa, registrando 5,1%. A mortalidade continua a ser observada com
concentraces de 75 mg/L@n e 112,5 mg/Lan, com taxas de 27,9% e 21,5%,
respectivamente. No entanto, em concentracdes mais baixas, como 150 mg/Lar),
a mortalidade aumenta significativamente para 75,9%. Diante do exposto, a DLso
foi calculada em 125,2 mg/L@n, com um intervalo de confianca de 95% entre
116,1 e 133,7 mg/Ln).

Com o bio-6leo TSM 2 a 300°C, os resultados obtidos seguiram um padréo
semelhante ao da TSM 1 a 300°C. A analise probit demonstrou que o DLso do
bio-6leo correspondente foi de 132,3 mg/L(ar).

Na TSM 3 a 300°C, os resultados obtidos apresentam uma relacao dose-
resposta significativa. A medida que a concentracdo do bio-6leo diminui para
112,5, 75 e 25 mg/L(ar), as taxas de mortalidade séao baixas, registrando apenas
16,7%, 16,4% e 10,6%, respectivamente. Com base nesses resultados, estimou-
se um DLso de 125,2 mg/L(ar) para o bio-6leo de TSM3, com intervalo de
confianca de 95% entre 116,1 e 133,7 mg/L(ar).

O estudo revelou que pouca diferenca significativa foi observada entre as
conversodes, e essa diferenca se limitarou principalmente as primeiras 48 horas.
A maior discrepancia foi identificada na concentracdo de 375 mg/Lar entre a
TSM 1 e a TSM 2 a 300°C (p < 0,0001), enquanto os demais apresentaram
valores de significancia mais baixos e ocorreram em concentra¢cdes mais baixas.
Portanto, podemos concluir que o processo de producéo de um bioinseticida a
partir do bio-6leo de TSM a 300°C pode ser padronizado, resultando em
resultados estatisticamente semelhantes.

No que diz respeito as doses letais, a média foi de 130,8 mg/Lrn), € seus
coeficientes de variacdo se sobrepuseram indicando homogeneidade. Esses
resultados indicam uma notavel toxicidade em comparacao com outras pirélises
testadas no laboratério, tornando essa biomassa uma fonte de bio-6leo
altamente eficaz como inseticida por fumigacédo. Estima-se que apenas 234g do
bio-6leo tenham o potencial de controlar eficazmente 1 tonelada de milho

infestada por R. dominica, com uma eficacia de 95%.
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Figura 41 - Dose-resposta em Rhyzopertha dominica apds 96h do tratamento com os
bio-6leos de TSM 300°C nas concentrac¢des 750; 375;150; 112,5; 75 e 25 mg/L@y. Para
todos os testes n = 120. (A) TSM 1, DLso = 125,2 mg/Lan [116,1 ~133,7] (IC 95%). (B)
TSM 2, DLsp = 132,3 mg/Ln [125,6 ~138,0] (IC 95%).(C) TSM 3, DLso = 135,0 mg/L (an
[130,5 ~139,4] (IC 95%).
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4.3.2 ANALISE DA EFICACIA DO BIO-OLEO DE TSM A 400° C

Os resultados obtidos pelo bio-6leo das trés converstes de TSM a
400°C foram descritos na tabela 8 abaixo. Foram utilizadas as mesmas
concentracbes dos resultados apresentados anteriormente. De modo geral,
observou-se alta mortalidade, superior a 90%, em adultos de R. dominica ja nas
primeiras 24h, principalmente nas duas maiores concentracfes (750 e 375
mg/L(ar)). Nas menores concentracbes (112,5, 75 e 25 mg/L(ar)) notou-se

baixissima atividade inseticida.

Tabela 8 - Mortalidade do teste de toxicidade por fumigacdo em Rhyzopertha dominica
expostos aos bio-6leos das trés conversdes a 400 °C da biomassa TSM, sucedido pelo
erro padrdo da média (SEM). A taxa de infestacdo é de 0,5 insetos/mL2. A taxa de
mortalidade foi corrigida mediante a férmula proposta por Henderson & Tilton.

Conversio Mortalidade (%) £ SEM

400°C o/l 24h 4a8h 72h 96h
750 98,9+0,8 99,4 + 0,4 100,0 100,0
375 88,7+1,9 92,6+ 1,6 952 +1,2 98,6 + 0,6
150 72,9+ 48 83,0 + 3,7 86,929 89,9+ 2,3
TSM 1
112,5 155+ 1,8 21,4+15 259+15 26,7+2,8
75 20212 3712 76+15 125+25
25 09+1,8 37+15 6,5+1,5 6,8+2,8
750 96,1+2,3 99,4 + 0,4 99,2 + 0,4 100,0
375 99,1+0,3 100,0 100,0 100,0
150 67,2+3,8 78,4 + 3,3 82,7 +27 88,8+1,5
TSM 2
112,5 48+15 89+21 17,8+ 2,0 18,8 2,5
75 25+172 37+15 9,9+1,8 12,0+ 2,0
25 2,0+15 31421 4,0+2,0 51+2,5
750 100,0 100,0 100,0 100,0
375 95,8 +1,7 96,3+ 1,7 97,2+1,1 98,6 + 0,3
150 59,0 + 4,1 746 +2,1 799+18 87,4+1,4
TSM 3
112,5 3,6+1,6 10,6 2,5 18,4+ 3,5 26,3+ 4,5
75 33+1,7 3,8+24 6,7+2,6 99425
25 3,0+1,6 39425 5,6 £ 3,5 6,7+4,5

O bio-6leo da TSM 1 a 400°C causou uma mortalidade superior a 98%

nas duas maiores concentracdes apds 96h de tratamento. Nas concentracdes
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inferiores a 150 mg/L(ar) observou-se mortalidade extremamente baixa, entre
26,7% e 6,8%. Esse padrédo de alta mortalidade nas concentragcbes maiores e
baixa mortalidade nas menores também foi observado nas préximas conversées
a 400°C.

O padrao se repetiu com o bio-6leo da TSM 2 a 400°C: foi observada
alta taxa de mortalidade nas maiores concentragcdes (750, 375 e 150 mg/L(ar)),
enquanto as menores concentragdes obtiveram taxas baixas de letalidade.

O bio-6leo da TSM 3 a 400 °C também seguiu o padrdo observado nas
anteriores, as concentragdes entre 750; 375 e 150 mg/Lr atingiram valores
acima de 87,4% e as concentracdes entre 112,5; 75 e 25 mg/L(ar ficaram com a
taxa de mortalidade entre 26,3% e 6,7% ap0s 96h do tratamento. Também pode
ser possivel inferir que a concentracao intermediéria, 150 mg/L@r), apresenta
acao residual, uma vez que a letalidade aumenta diretamente proporcional ao
tempo de exposicao.

A Figura 42, referente a analise probit, revela que os resultados
obtidos apresentam uma relacdo dose-resposta significativa. Na TSM 1 a 400°C,
a medida que a concentracdo do bio-6leo diminui para 112,5; 75 e 25 mg/Lrn), a
taxa de mortalidade ndo é significativa, registrando apenas 26,7%; 12,5% e
6,8%, respectivamente. Esses resultados levaram ao calculo da DLso, que foi
estimada em 123,2 mg/L@n, com um intervalo de confianca de 95% entre 116,1
e 133,7 mg/Lan.

A analise Probit dos resultados obtidos apds 96 horas do bio-6leo
TSM 2 a 400°C demonstrou que o DLso foi de 126,7 mg/L@n. Os resultados
obtidos indicam uma relacao dose-resposta significativa, uma vez que a medida
gue a concentracdo do bio-6leo diminui para 112,5; 75 e 25 mg/Lrn), a taxa de
mortalidade nao é significativa.

Os resultados obtidos apés 96h pelo bio-6leo da TSM 3 a 400 °C.
demonstraram que a o0 DLso foi de 124,2 mg/L@r. Seguindo 0 mesmo padrao
demonstrado pelas outras duas conversdes anteriores.

De uma forma geral, os resultados entre os tratamentos foram
bastante homogéneos, somente seis interacdes das 72 possiveis apresentaram
diferenca significativa entre as conversoes e, além disso, ficaram restritos as
primeiras 48h e majoritariamente nas concentragées mais baixas. E notério que

o0 bio-6leo de TSM apresenta-se como um potencial inseticida e a sua obtencéo
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a 400°C é bastante téxico ja nas primeiras 24h para o controle de adultos de R.

dominica em ambiente laboratorial.
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Figura 42- Dose-resposta em Rhyzopertha dominica apds 96h do tratamento com os
bio-6leos de TSM 400°C nas concentracdes 750; 375; 150; 112,5; 75 e 25 mg/L ). Para
todos os testes n 2 120. (A) TSM 1, DLso = 123,2 mg/La [120,4 ~126,1] (IC 95%). (B)
TSM 2, DLso = 126,7 mg/Lr [124,2 ~129,3] (IC 95%). (C) TSM 3, DLso = 124,2 mg/L (an
[121,1 ~127,5] (IC 95%).
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Nas baixas concentracdes testadas foi observado uma baixa mortalidade
em todas as trés conversdes analisadas. Em relacdo as concentracdes letais, a
média foi de 124,7mg/L@n. Esses resultados confirmam a elevada toxicidade em
relacdo as outras pirdlises ja testadas no laboratorio e, novamente, foi
confirmado que essa biomassa fornece o bio-6leo mais téxico como um
inseticida por fumigacdo. Dada as devidas proporcdes, € possivel afirmar que
cerca de 176,6 g do bio-6leo convertido a temperatura de 400°C tem o potencial
para tratar 1 tonelada de milho infestado com R. dominica, com a eficacia de
95% de letalidade.

4.3.4 DIFERENCA ENTRE A EFICACIA DO BIO-OLEO DE TSM A 300°C E A
400°C

A Tabela 9 mostra a mortalidade média de R. dominica apds exposi¢cao ao
bio-6leo de TSM em diferentes concentracdes e temperaturas de pirélise (300°C
e 400°C). Observa-se que em geral o bio-6leo obtido a 400°C causou
mortalidade mais elevada do que a 300°C na maioria dos tempos e
concentracfes analisados. As maiores diferencas significativas entre as
temperaturas ocorreram nas concentracdes intermediarias de 150 e 375 mg/L
ar. Em 150 mg/L ar, o bio-6leo de 400°C apresentou mortalidade de 79-88,7%
de 24-96h, enquanto o de 300°C variou de 43,5-72,9%. J4 em 375 mg/L ar, essa
diferenca foi significativa apenas nas primeiras 48h. Nas concentracbes mais
altas, como 750 mg/L ar, ambas as temperaturas atingiram mortalidade proxima
de 100% apds 96h. J& nas mais baixas, como 20 mg/L ar, a mortalidade

permaneceu inferior a 10% para os dois bio-6leos.
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Tabela 9 - Média da mortalidade do teste de toxicidade por fumigacéo do bio-6leo de TSM a
300°C e 400°C em Rhyzopertha dominica sucedido pelo erro padrao da média (SEM). A taxa
de infestacdo é de 0,5 insetos/mL2. A taxa de mortalidade foi corrigida mediante a formula
proposta por Henderson & Tilton.

Mortalidade*

TSM
300° C 400° C

mg/L 24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h

(an)

750 88,3+3,3 91,1+27 93,7+1,4 955+1,6 98,3+1 99,6 £0,3 99,7+0,1 100,0
375 69,9+3,74 82+26°8 90,9+1,8 95,1+1,1 946+1,3" 96,3+1,18 97,5+0,8 99,0+0,3
150 435+49* 566+55~ 657+39~ 729+34° 66,4+4,24 79 £ 3,14 83,1+254 887+1,7¢
1125 6,3+1,3 10,8+1,8 18,2+2,9 19,5+3,2 8,0+1,6 13,6 £2,0 20,7+2,3 239+33
75 21+13 93+21 17,0+1,9 22+24 26+x14 37+x1,7 80+19 11,5+23
25 25+13 45+1,8 6,0+2,9 6,8+ 3,2 20+1,6 3,6+2,0 54+23 6,2+3,3

*Médias da mortalidade nas trés conversdes de cada temperatura analisada. » p<0,0001; B p=0.0015; ¢
p=0,0002

Portanto, os resultados demonstram que o aumento da temperatura de
pirdlise de 300°C para 400°C resultou em maior mortalidade de R. dominica
principalmente em concentragdes intermediarias de bio-6leo. Isso evidencia o

efeito da temperatura do processo no produto final do potencial pesticida.

4.3.5 AVALIACAO DA IMOBILIDADE DE NEONATOS DE Daphnia magna
EXPOSTOS AO BIO-OLEO DE TSM A 300°C E 400°C

4.3.5.1 Atividade do bio-6leo de TSM a 300°C em Daphnia magna

O bio-6leo de TSM 1 a 300°C apresentou toxicidade aguda elevada em
concentracdes entre 100 e 50 mg/L, com 100% de imobilidade nos organismos-
teste D. magna em 24 e 48 horas, conforme a Figura 43A. Entretanto, em
concentragdes abaixo de 25 mg/L, observou-se uma acentuada diminui¢do dos
efeitos toxicos agudos, com reducao da imobilidade para aproximadamente 50%

e 30% apods 48 horas nas menores doses testadas, 16 e 12,5 mg/L. A andlise
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probit determinou o valor de CEso de 15,6 mg/L, com intervalo de confianca de
95% entre 15,1 e 16,2 mg/L.
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Figura 43 - Resultado do teste de imobilidade em neonatos de Daphnia magna
expostos a 100, 75, 50, 25, 16 e 12,5 mg/L do bio-6leo de TSM a 300°C, submetidos a
analise probit e sucedidos pelos valores minimos e maximos para um intervalo de
confianca de 95%. (A) TSM 1, CEs,=15,6 [15,1; 16,2] mg/L. (B) TSM 2, CE5,=16,4 [15,9;
17,1] mg/L. (C) TSM 3, CE=0=16,8 [16,2; 17,4] mg/L.
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O bio-6leo de TSM 2 a 300°C apresentou, assim como 0 bio-6leo da TSM
1, elevada toxicidade aguda em D. magna nas concentragcdes de 100 a 50 mg/L,
com 100% de imobilidade, conforme a Figura 43B. Novamente, em doses
inferiores a 25 mg/L, foi verificada acentuada reducgao da toxicidade aguda, com
indices de imobilidade de aproximadamente 40% e 35% apOs 48 horas nas
menores concentracdes testadas, 16 e 12,5 mg/L. A analise probit determinou o
valor de CEso de 16,4 mg/L, com intervalo de confiangca de 95% situado entre
159e 17,1 mg/L.

O bio-6leo de TSM 3 a 300°C, analogamente ao TSM 1 e TSM 2, exibiu
acentuada toxicidade aguda sobre D. magna nas doses de 100 a 50 mg/L, com
indices de imobilidade de aproximadamente 100% (Figura 43C). Todavia, em
concentragcdes abaixo de 25 mg/L, mais uma vez, foi evidenciada expressiva
diminuicdo da toxicidade aguda, com taxas de imobilidade de cerca de 45% e
30% apos 48 horas, nas menores doses testadas a 16 e 12,5 mg/L,
respectivamente. A analise probit determinou o valor de CEso igual a 16,8 mg/L,

com intervalo de confianga de 95% entre 16,2 e 17,4 mg/L.

4.3.5.2 Atividade do bio-6leo de TSM a 400°C em Daphnia magna

O bio-6leo de TSM 1 a 400°C, apresentou, analogamente aos materiais
produzidos a 300°C, acentuada toxicidade aguda sobre D. magna nas
concentracbes mais elevadas testadas de 100 a 50 mg/L, com taxas de
imobilidade proximas a 100% (Figura 44A). Contudo, em doses inferiores a 25
mg/L, foi verificada uma expressiva reducdo da toxicidade aguda, com indices
de imobilidade de aproximadamente 45% e 25% ap0s 48 horas, nas menores
concentracdes de 16 e 12,5 mg/L, respectivamente. A analise probit determinou
valor de CEso igual a 18,2 mg/L, com intervalo de confian¢a de 95% entre 17,6 e
18,8 mg/L.
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Figura 44 - Resultado do teste de imobilidade em neonatos de Daphnia magna expostos
a 100, 75, 50, 25, 16 e 12,5 mg/L de bio-6leo de TSM 1 a 400°C, submetidos a analise
probit e sucedidos pelos valores minimos e maximos para um intervalo de confianca de
95%. (A) TSM 1, CE50=18,2 [17,6; 18,8] mg/L. (B) TSM 2, CE5=19,4 [18,4; 20,5] mg/L.
(C) TSM 3, CEs0=20,5 [19,3; 21,8] mg/L.
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O bio-6leo de TSM 2 a 400°C, analogamente ao bio-6leo da conversao
anterior, apresentou acentuada toxicidade aguda sobre D. magna na maior dose
testada de 100 mg/L, com indice de imobilidade de 100%. Adicionalmente, em
concentracbes de 75 e 50 mg/L ainda foram verificadas altas taxas de
imobilidade, de aproximadamente 95% e 90%. Contudo, em doses inferiores a
25 mg/L, foi evidenciada uma expressiva reducao da toxicidade aguda, com
valores de imobilidade de cerca de 35% e 30% em 48 horas, nas menores
concentracdes de 16 e 12,5 mg/L. A andlise probit determinou a CEso de 19,4
mg/L, com intervalo de confianca de 95% entre 18,4 e 20,5 mg/L.

O bio-6leo da TSM 3 a 400°C apresentou, similarmente ao TSM 1 e TSM
2, acentuada toxicidade aguda para D. magna na maior concentracao avaliada
de 100 mg/L, com indice de imobilidade de 100% (Figura 44C). Adicionalmente,
em doses de 75 e 50 mg/L, ainda foram verificadas altas taxas de imobilidade,
de aproximadamente 85% e 95%. No entanto, em concentracdes inferiores a 25
mg/L, foi evidenciada uma marcante reducéo da toxicidade aguda, com valores
de imobilidade de cerca de 40% e 35% em 48 horas, nas menores doses
testadas de 16 e 12,5 mg/L. A andlise probit determinou a CEso igual a 20,5 mg/L,
com intervalo de confianca de 95% entre 19,3 e 21,8 mg/L.

A andlise estatistica revelou uma diferenca significativa entre as CEso
médias dos bio-6leos obtidos a 300°C (16,30 mg/L) e 400°C (19,69 mg/L),
indicando uma reducédo de aproximadamente 3,4 mg/L na toxicidade aguda
contra D. magna com o aumento da temperatura de pirolise (Figura 45). O teste
t demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa entre as CEso dos dois
grupos, com um valor de p = 0,0038. Esses resultados destacam a influéncia
significativa da temperatura de pirdlise na toxicidade dos bio-6leos em relagéo a

D. magna.
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Figura 45 - Comparacédo das CEsp do teste de imobilidade aguda em neonatos de
Daphnia magna expostos aos bio-6leos de TSM a 300°C e 400°C. Os valores de CEsg
estdo sucedidos pelos limites minimos e maximos do intervalo de confianga de 95%. O
teste t demonstrou diferenca significativa entre as CEso dos dois grupos, p = 0,0038.

4.3.6 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE EM SEMENTES DE Allium  cepa
EXPOSTAS AOS BIO-OLEOS DE TSM A 300°C E 400°C

4.3.6.1 Ensaio de germinacao ap0s exposi¢cdo aos bio-6leos de TSM

Os resultados do teste de germinagao (Figura 46) indicaram diferencas
estatisticamente significativas (p-valor = 0,0001) entre os grupos tratados com
0s bio-6leos de TSM e o grupo controle (dgua e acetona). Todos o0s bio-6leos de
TSM a 300 e 400 °C demonstraram efeitos fitotoxicos, resultando em uma
reducéo significativa na taxa de germinacao das sementes de A. cepa. A analise
das repeticoes dentro dos grupos de temperaturas (300 e 400°C) nao revelou
diferencas significativas, sugerindo que a variacdo na fitotoxicidade esta mais
relacionada a temperatura de converséao durante a pirélise.

A comparacao direta entre as médias dos bio-6leos de TSM a 300°C e a
400°C evidenciou uma diferenca estatisticamente significativa na taxa de
germinacao das sementes (p-valor = 0,04). A conversao a 300°C apresentou
uma menor fitotoxicidade, com uma média de germinacéo de 43,95%, enquanto

a conversao a 400°C resultou em uma média de germinacao de 29,69%. Esses
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resultados ressaltam a influéncia da temperatura de conversao na fitotoxicidade

do bio-6leo de TSM e seus efeitos distintos na germinacédo das sementes.
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Figura 46 - Taxa de germinacdo em sementes de Allium cepa expostas ao bio-6leo de
TSM (300 e 400°C) a 1% apo6s 14 dias. O p-valor (****) <0,0001 indica diferenca
significativa em relacéo ao controle (acetona). Entre TSM 1.300 X TSM 1.400 (p-valor =
0,001). Entre TSM 1.300 X TSM 2.400 (p-valor = 0,02). Entre TSM 1.300 X TSM 3.400
(p-valor = 0,0005). Os demais ndo apresentaram diferenca significativa.

4.3.6.2 Ensaio da medicado das raizes apds exposicao aos bio-6leos de TSM

A analise dos dados (Figura 47) revelou diferencas significativas entre os
grupos tratados com diferentes conversées do bio-6leo de TSM e o grupo
controle (dgua e acetona). Todos os hio-6leos de TSM (a 300 e 400 °C)
resultaram em efeitos fitotdxicos, levando a uma reducgédo significativa na média
de crescimento das raizes das sementes de A. cepa (p-valor = 0,0001).

As médias de crescimento das raizes expostas aos bio-6leos de TSM a
300 e 400 °C foram de 11,6 mm e 7,03 mm, respectivamente. Entretanto, a
andlise estatistica ndo revelou diferencas significativas entre os grupos,
indicando que a temperatura de conversdo nao exerce uma influéncia
significativa no menor crescimento radicular observado. Os resultados sugerem
gue a fitotoxicidade do bio-6leo de TSM pode ser mais atribuida as propriedades
dos bio-6leos em si do que a temperatura de conversao durante a pirdlise.
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Figura 47 - Tamanho médio das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos bio-6leos da pirdlise de TSM (a 300 e 400 °C) a 1% apds 14 dias. O p-valor (****)
<0,0001 indica diferenca significativa em relacdo ao controle (acetona).

4.3.6.3 Avaliacdo da massa das raizes apds exposicdo aos bio-6leos de
TSM

A analise dos dados (Figura 48) revelou diferencas significativas entre os
grupos tratados com diferentes conversdes do bio-6leo de TSM e o grupo
controle (agua e acetona) em relacdo a massa das raizes das sementes de A.
cepa. Todos os bhio-6leos de TSM (a 300 e 400 °C) resultaram em efeitos
fitotoxicos, levando a uma reducéao significativa na massa das raizes.

Ao comparar diretamente as médias das massas das raizes de A. cepa
expostas aos bio-6leos de TSM a 300 e 400°C, a andlise estatistica ndo
evidenciou diferencas significativas entre os grupos (p-valor = 0,1539), sugerindo
gue a temperatura de conversao nao influencia de forma significativa no menor
crescimento radicular observado, e que o efeito fitotoxico € influenciado pelas
diferentes composic¢des dos bio-6leos resultantes das conversoées.

93



525+
450

*kkk

Massa raiz (mg)

=N W W
a N o N
o o1 o O
1 | | |

~
o1
1

o
|

*kkk *kkk
*kkk *kkk
1 1 1
' \g v ) " v )
,?o‘) > BN RN

Figura 48 - Massa média das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos bio-6leos de TSM (a 300 e 400 °C) a 1% apds 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001
indicam diferenca significativa em relagdo ao controle (acetona)

Considerando o contexto, todos os bio-6leos de TSM foram classificados
como de Nivel: -3, devido ao seu impacto inibitério substancial nos ensaios de
germinacao, medicdo das raizes e avaliacdo da massa, em sementes de A.

cepa.

4.4 AVALIACAO DOS L.P. DE CADb

Neste estudo, foi utilizada uma conversao de pirélise da biomassa CAb. A
andlise do rendimento médio das fracbes geradas mostrou a seguinte
distribuicdo percentual: 54,06% de fracdo aquosa, 5,7% de bio-6leo, 30,73% de
biocarvao e 9,48% de biogas. O processo resultou em seis fracdes aquosas
distintas, numeradas de Al a A6, e uma fracdo de bio-6leo. Todas essas sete
fracOes foram submetidas a ensaios de toxicidade com os insetos-alvo e a testes

ecotoxicolégicos, a fim de avaliar seu potencial toxico para organismos nao-alvo

4.4.1 AVALIACAO DA EFICACIA DOS LP DE CAb EM Alphitobius diaperinus

Os liquidos de pirdlise A1 a A5 de CAb ndo demonstraram mortalidade em

nenhum dos intervalos de tempo, sugerindo uma auséncia de efeitos toxicos
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dessas amostras no organismo testado via toxicidade por contato (Tabela 10). A
amostra A6 de CADb exibiu a taxa de mortalidade baixa de 6,7% apds 96 horas,
sem diferenca significativa com seu controle. Em contraste, o bio-6leo de CAb
apresentou um efeito téxico significativo, com mortalidade crescente ao longo do
tempo, atingindo 62,2% apds 96 horas, evidenciando o potencial pesticida do
bio-6leo. Diante desses resultados, o bio-6leo de CAb foi selecionado para
ensaios posteriores de determinagcdo da DLso em A. diaperinus. As fracdes
aguosas, por sua vez, ndo se mostraram tao promissores devido a auséncia de

toxicidade relevante na concentracéo testada de 4,3 mg/cm?.

Tabela 10 - Taxa de Mortalidade de Alphitobius diaperinus tratados com os liquidos de
pirélise de CAb a 4,5 mg/cmz2. Os valores de mortalidade em diferentes intervalos de
tempo foram apresentados com erro padrdo da média (SEM). Todos os testes foram
conduzidos com pelo menos n = 120 insetos, mantendo uma taxa de infestacédo de 0,3
insetos/cm? por repeticdo. A taxa de mortalidade foi calculada de acordo com a férmula
proposta por Henderson & Tilton.

CAb Mortalidade (%) £ SEM

oo 24h 48h 72h 96h
Al 0,0£0,0 1,0+£0,6 1,0+0,6 1,0+0,6
A2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
A3 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
A4 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
A5 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0
A6 0,0+0,0 22+172 6,7 £3,2 6,7 £3,2
oL 30,6 +4,4 42,2+40 52,8+29 62,2+ 34
C-* 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
C-** 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0

C-: controle negativo; *Agua; ** Acetona.

Os resultados provenientes da exposicao as diferentes concentracdes do

bio-6leo de CAb indicam uma relacdo dose-resposta (Figura 49). A medida que
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as concentracfes diminuem, observa-se uma queda acentuada na taxa de

mortalidade dos organismos expostos.
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Figura 49 - Dose-resposta em Alphitobius diaperinus apos 96h da exposi¢cao com bio-
6leo de CAb nas concentractes entre 4,3, e 0,9 mg/cm2. Para todos os testes, n =120
individuos. DLso = 4,0 mg/cm? [3,9 ~ 4,1] (IC 95%).

Concentrac¢@es intermediarias, como 3,46 mg/cmz?, resultaram em uma taxa
de mortalidade inferior a 27%, enquanto concentra¢cfes abaixo de 2,59 mg/cm?
nao demonstraram qualquer mortalidade. Esse padrdo sugere uma influéncia
direta da dose de bio-6leo na resposta dos organismos testados. Além disso, a

DLso foi calculada em 4,0 mg/cmz, indicando baixa toxicidade para A. diaperinus.

4472 AVALIAQAO DA EFICACIA DOS L.P. DE CAb EM Rhyzopertha
dominica

Os resultados expostos na tabela 11 demonstram a toxicidade por
fumigacao dos liquidos de pirdlise de CAb. Observou-se uma baixa mortalidade
entre a maioria das fracdes aquosas, grande parte abaixo dos 30% apds 96h de
tratamento. Contudo, a fracdo A1 apresentou uma atividade inseticida moderada,
com 45% de mortalidade no ultimo dia de observacgéo. O bio-6leo de CAb obteve
uma mortalidade elevada logo nas primeiras 24h apos o tratamento, proxima a
80%. Apds 48h de observacgéo, a mortalidade ja era superior a 95%. E, por fim,

apos 96h de tratamento, observou-se 100% de mortalidade. Como a mortalidade
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apos as 96h do tratamento com o bio-6leo de CAb foi superior ao critério de
selecdo, foram realizados outros testes com menores concentracdes que forma

a investigar melhor a sua toxicidade como fumigante contra o R. dominica.

Tabela 11 - Taxa de Mortalidade de Rhyzopertha dominica expostos aos liquidos de
pirélise de CAb a 688 mg/Ly. Os valores de mortalidade em diferentes intervalos de
tempo foram apresentados com erro padrdao da média (SEM). Todos os testes foram
conduzidos com pelo menos n = 120 insetos. A taxa de mortalidade foi calculada de
acordo com a férmula proposta por Henderson & Tilton.

CAb Mortalidade (%) + SEM

e 24h 48h 72h 96h
Al 19,7+£0,2 32,4+£0,5 38,4+£2,0 45020
A2 0,0+£0,0 43+1,0 18,0+ 0,2 30,2+2,0
A3 0,0+0,0 16,2+2,0 17,2+2,0 17,7+2,0
A4 0,0+0,0 18,2+2,0 19,2+ 3,0 24020
A5 15,2+1,0 252+2,0 26,0 £3,0 344+£20
Ab6 10,3+0,1 19,8 +0,1 28,1+1,0 282+20
oL 7,620 96,1+1,0 97,9+1,0 100,0 £ 0,0
C-* 0,0+0,0 0,0+0,0 155+2,0 17,5+2,0
C-** 0,0£0,0 105+1,0 135+2,0 15,0+ 2,0

C-: controle negativo; *Agua; ** Acetona.

Os testes de toxicidade por fumigacdo foram realizados nas seguintes
concentracoes: 86, 172, 344, 506 e 688 mg/L@n. Em seguida foram submetidos
a uma regressao nao linear, o teste probit, o que gerou o grafico de dose-
resposta correspondente a Figura 50. Os resultados expostos demonstram que
a mortalidade indica uma relacdo dose-resposta. Nas concentracdes mais
baixas, ficando entre 20 e 45% de mortalidade, na maior concentragcao ocorreu
um salto atingindo 100% da mortalidade. A DLso foi calculada em 370,3 mg/Ln).
Isso demonstra que o bio-6leo de CAb possui potencial como agente fumigante
para o controle de R. dominica, apresentando maior eficacia em concentracées

mais elevadas.
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Figura 50 - Dose-resposta em Rhyzopertha dominica apés 96h do tratamento com o
bio-6leo de CAb nas concentragdes 86, 172, 344, 506 e 688 mg/L ) para todos os testes
n = 120. DLso= 370,3 mg/Lan [321,4 ~ 419,2] (95% IC)

4.4.3 AVALIACAO DA IMOBILIDADE DE NEONATOS DE D. magna
EXPOSTOS AOS L.P. DE CADb

Os resultados da Tabela 12 revelam que as fragdes aquosas da pirolise de
CAb (A1, A2, A3, A4, A5 e A6) nado apresentaram toxicidade significativa nos
neonatos de D. magna apds 48 horas de exposi¢cdo. Embora tenha sido
observado um ligeiro aumento nas médias a medida que se aproximavam do
bio-6leo (OL), essa diferenca ndo alcancou significancia estatistica em
comparacao com o grupo de controle. No entanto, o bio-6leo demonstrou alta
capacidade de imobilizacao, atingindo taxas de 91,7% apos 24 horas e 100,0%
apos 48 horas. Esses resultados sugerem um efeito toxico significativo do bio-
oleo de CAb (100 mg/mL) nos neonatos de D. magna, quando comparado ao
grupo de controle negativo (Etanol). A proxima etapa do estudo envolve a

guantificacao da toxicidade, com a medicéo de sua CEso.
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Tabela 12 - Resultado do teste de imobilidade em neonatos de Daphnia magna
expostos & 100 mg/L dos liquidos de pirdlise de CAb, sucedido pelo erro padréo da
média (SEM). (n=3)

CAb Imobilidade (%) + SEM

100 mg/L n 24h 48h
A1 60 00 + 00 1,7 = 04
A2 60 00 + 0,0 33 + 05
A3 60 1,7 = 04 33 + 08
A4 60 33 £ 05 50 + 09
As 60 33 + 08 50 + 1,3
A6 60 33 £ 08 67 + 13
oL 60 91,7 + 0,8 100,0 + 0,0

Agua 60 17 = 04 33 + 08

Etanol 60 00 + 00 1,7 + 04

Os resultados da Figura 51 revelam que o bio-6leo da pirdlise de CAb
apresenta um potencial toxico significativo para organismos aquaticos, mesmo
em concentracdes relativamente baixas e apds um curto periodo de exposicéo.
ApoOs 48 horas, as concentragdes de 100 mg/L, 75 mg/L e 50 mg/L do bio-6leo

resultaram em imobilidade completa nos neonatos de D. magna.

Imobilidade (%)

0 I I I |
0 25 50 75 100

mg/L

Figura 51 - Resultado do teste de imobilidade em neonatos de Daphnia magna expostos
a 100, 75, 50, 25 e 12,5 mg/L do bio-6leo de CAb. CEso: 14,2 [12,7; 15,7] mg/L

Nas primeiras horas de exposicdo a essas concentracfes, foram
observadas taxas de imobilidade de 91,67%, 90,0% e 61,7% respectivamente.
Esses resultados evidenciam a alta toxicidade do bio-0leo da pirélise de CAb nos
neonatos de D. magna, com uma resposta dose-dependente. De acordo com a

analise Probit apresentada na Figura 51, os resultados indicam uma CEso de
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14,18 mg/L para o bio-6leo da pir6lise de CAb, com um intervalo de confianca
de 95% entre 12,68 e 15,69 mg/L. Com base nesses resultados, o bio-0leo da
pirélise de CAb pode ser classificado como toxicidade aguda de Nivel lll para
organismos aquaticos, de acordo com os critérios estabelecidos pelo GHS
(2021).

4.4.4 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE EM SEMENTES DE Allium cepa
EXPOSTAS AOS LP DE CADb

4.4.4.1 Ensaio de germinacao ap0s exposicdo aos bio-6leos de CAb

A andlise dos resultados da Figura 52, revelou que a exposicdo das
sementes de A. cepa aos liquidos provenientes da pir6lise de CAb resultou em
efeitos diferenciados na taxa de germinacdo. Os grupos expostos a acetona e
as fracOes Al, A4 e A6 de CAb apresentaram taxas de germinacdo semelhantes
ou até levemente superior ao grupo controle, que foi exposto apenas a agua.
Isso sugere que esses tratamentos ndo afetaram negativamente o processo de

germinacao das sementes.
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Figura 52 - Taxa de germinacdo em sementes de Allium cepa expostas aos liquidos de
pirélise de CAb a 1% apos 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001 indica diferenca significativa
em relagéo ao controle (acetona).

No entanto, as fracdes A2, A3 e A5 de CAb exibiram taxas de germinacao

ligeiramente inferiores, embora essas diferencas n&do tenham sido
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estatisticamente significativas. E notavel mencionar que a fracdo oleosa
demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle
com acetona, sugerindo um efeito inibitério dessa fracdo especifica na

germinacao das sementes de A. cepa.

4.4.4.2 Ensaio da medicao das raizes ap0s exposicdo aos L.P. de CAb

A analise dos resultados apresentados na Figura 53 revelou o efeito
significativo dos diferentes tratamentos no tamanho radicular das sementes de
A. cepa. O grupo de controle, exposto a agua, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos grupos expostos a acetona e as
fracOes Al, A2, A3 e A6 de CAb, embora todas essas fracdes tenham exibido
médias de tamanho das raizes ligeiramente inferiores. No entanto, a fragdo A5
de CAb demonstrou uma redugdao significativa no tamanho radicular, indicando
um possivel efeito inibitério dessa fracdo. Além disso, nhovamente, o bio-6leo de
CAb apresentou um impacto altamente inibitério no desenvolvimento radicular

demonstrando uma forte diferenga significativa.
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Figura 53 - Tamanho médio das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos liquidos de pirdlise de CAb a 1% ap0s 14 dias. p-valor: (**) = 0,0049 e (****) <
0,0001 indicam diferenca significativa em relagdo ao controle.

4.4.4.3 Avaliacdo da massa das raizes ap0s exposicado aos L.P. de CAb

A andlise dos resultados apresentados na Figura 54 revelou que os

diferentes tratamentos tiveram um efeito variado na massa das raizes de A.
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cepa. O grupo de controle, exposto a agua, ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas em relagcdo aos grupos expostos a acetona e as
fracdes Al, A2, A3 e A6 de CAb. No entanto, € importante observar que as
fracdes Al e A5 de CAb exibiram médias ligeiramente inferiores, embora néo
tenham alcancado diferencas estatisticamente significativas. Essas diferencas
sutis podem indicar a presenca de componentes na nessas fracfes que podem
ter um leve impacto inibitério na formag&o do sistema radicular. Por outro lado,
0 bio-6leo de CAb apresentou a massa de raiz significativamente reduzida em
comparagao com o grupo controle. Esse resultado indica que a fragdo oleosa
possui compostos que afetam negativamente o processo de desenvolvimento

das sementes de A. cepa.
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Figura 54 - Massa média das raizes formadas em sementes de Allium cepa expostas
aos liquidos de pirdlise de CAb a 1% apos 14 dias. O p-valor (****) < 0,0001 indicam
diferenca significativa em relagéo ao controle.

Considerando o contexto, as fracbes Al até A4 e A6 de CAb, embora
apresentassem médias ligeiramente inferiores ao controle, foram classificadas
como nivel 0, pois ndo houve diferenca significativa em nenhum dos parametros
analisados. A fracdo A5 de CADb, foi classificada como nivel -1, pois apresentou
efeito inibitdrio em relagdo ao tamanho médio das raizes. Por fim, o bio-6leo de
CADb, foi classificado como nivel -3 por apresentar efeitos deletérios nos trés

parametros avaliados.
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45 RESUMO DOS RESULTADOS: DLso, CEso E NIVEIS DE
TOXICIDADE

Os resultados deste estudo fornecem uma visdo abrangente da toxicidade
das diferentes fragGes de pirélise derivadas de varias biomassas em relagéo a
diferentes organismos-teste e modelos de bioensaio. A Tabela 13 resume as
concentracdes letais (DLso), concentragbes eficazes (CEso) e 0s niveis de

toxicidade observados para as varias biomassas e fracdes testadas.

Tabela 13 - Resumo das DLso, CEsp € Niveis de Toxicidade para os liquidos de pirolise
de diferentes biomassas em diferentes organismos-teste.

, . A. diaperinus R. dominica D. magna A. cepa
Biomassa Fragao
mg/cm? mg/Lan mg/L Nivel
Al * * * O
A2 * * * O
Cd B A3 * * * _1
A4 * * * *%
71,8
oL * 470 (Agudo Il1) -3
Al * 285,8 * 0
100,5
A2 * 293,9 (AgUdO |||) '3
92
A3 2,5 * (Agudo Iity -3
LICURI 921
A4 2,3 * (Agudo Il -3
94,2
A5 * * (Agudo Iity -3
39,9
oL ** * (Agudo Iity -3
300 *k 130,8 (Agfjff”) -3
TSM
400 *k 124,7 (Ag&)?,”) -3
Al * * * O
A2 * * * O
A3 * * *
CAb A4 * * *
A5 * * * -1
A6 * * * O
14,2
OL 4,0 370,3 (Agudo |||) '3

*NS: ndo significante. **NR: N&o Realizado

103



5. DISCUSSAO

Embora ainda existam poucos estudos na literatura, os produtos derivados
de pirdlise tém sido investigados recentemente como potenciais biopesticidas
para o controle de insetos-praga de importancia economica. Diversos fatores
podem influenciar a atividade inseticida desses produtos, incluindo o tipo de
biomassa utilizada e os parametros do processo de pirdlise. Além disso, 0
sinergismo ou antagonismo entre os diferentes compostos presentes também
pode modular os efeitos téxicos. Portanto, o efeito inseticida observado é
dependente ndo apenas da biomassa, mas também da metodologia empregada
no processo de obtencdo das pirdlises e das interacbes entre 0s seus
constituintes quimicos (MATTOS et al., 2018; SCHROEDER et al., 2022;
URRUTIA et al., 2022).

Os resultados obtidos neste estudo ilustram que o efeito inseticida dos
liqguidos de pirdlise pode variar substancialmente dependendo da biomassa
utilizada. Enquanto os liquidos de pirdlise de Licuri apresentaram consideravel
atividade inseticida, os derivados da biomassa CdB tiveram desempenho
significativamente inferior como biopesticidas. Essa discrepancia ressalta que
nem toda biomassa convertida por pirélise resulta necessariamente em produtos
com propriedades inseticidas adequadas. Portanto, a sele¢éo criteriosa da fonte
de biomassa é essencial, ja que a composi¢cao quimica influencia fortemente a
bioatividade do material final obtido (URRUTIA et al., 2023) .

Porém, dentro de um contexto de manejo integrado de pragas, os efeitos
subletais também podem ter importancia, ndo apenas a letalidade. Neste estudo,
os liguidos de pirdlise de CdB provocaram alguns efeitos subletais em R.
dominica que ainda ndo haviam sido relatados na literatura. Esses incluiram
prejuizos ao comportamento, capacidade de movimentacdo e potencial
reprodutivo dos insetos, sem causar mortalidade (MATTOS et al., 2021). Embora
mais pesquisas sejam necessarias, esses efeitos subletais representam uma
area promissora no controle alternativo de pragas, podendo ser incorporados em
estratégias integradas para afetar negativamente as populacfes-alvo. Apds o
tratamento, entre 24 e 48 horas, foi observado que os volateis do liquido aplicado
no papel filtro condensavam no fundo do pote e formavam uma espécie de filme

gue cobria os insetos, prendendo-os no vidro do frasco, como uma espécie de
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cola adesiva. A maioria dos insetos ndo morria imediatamente, mas tornavam-
se incapazes de se mover. Esse efeito é diferente dos observados em outras
biomassas e sugere a existéncia de propriedades Unicas nos L.P. da biomassa
CdB. Portanto, mesmo derivados de pirdlise com baixa letalidade direta pode
apresentar bioatividade inseticida relevante por meio de efeitos subletais.

Essas descobertas abrem possibilidades para o desenvolvimento de
métodos de controle ndo letais, como armadilhas adesivas, que possam
controlar efetivamente insetos-pragas (HASSEMER et al., 2020; HASSEMER et
al., 2019). Além disso, o bio-6leo de CdB obteve consideravel mortalidade,
demonstrado a seletividade da acdo inseticida, uma vez que a mesma
substancia obteve mortalidade maior no R. dominica do que no A. diaperinus. O
gue pode sugerir o bio-6leo como um potencial bioinseticida especifico para a
praga de graos armazenados R. dominica. Portanto a biomassa CdB tem um
grande potencial biotecnologico, pois existe a possibilidade da criacdo de dois
produtos que podem ser utilizados para o controle de pragas distintas (ALY et
al., 2023; URRUTIA et al., 2023). Porém é necessario que ocorra a andlise do
seu perfil quimico e mais testes para a comprovacdo dessas descobertas.

O potencial pesticida dos liquidos de pirélise de licuri foi investigado
anteriormente por nosso grupo de pesquisa, resultando no primeiro pedido de
patente verde da UFF: BR102019007434-5 (FOLLY et al., 2020). Estudos
recentes também caracterizaram a atividade inseticida das fracdes de licuri
contra pragas de produtos armazenados (MATTOS et al., 2021). Além disso, 0
biocarvao de licuri tem aplicacdo promissora no tratamento de agua, devido a
sua elevada area superficial e capacidade de adsorcdo. Pesquisas
demonstraram que esse material pode ser utilizado para produzir um adsorvente
altamente funcionalizado e eficiente na remocéo de contaminantes (PEIXOTO et
al., 2022).

Os resultados das trés conversdes de Licuri demonstraram consisténcia e
uniformidade no processo de obtencdo de um pesticida. A atividade inseticida
variou entre as fracfes testadas apos as trés conversdes. No caso de A.
diaperinus, as fracbes aquosas intermediarias apresentaram os melhores
resultados, enquanto em R. dominica, as fracdes iniciais exibiram atividade
inseticida, indicando a seletividade dos L.P. O estudo de Mattos e colaboradores

(2021) com o inseto-praga de graos armazenados Tribolium castaneum, os
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autores observaram o efeito fumigante da fase aquosa e bio-6leo a partir de
residuos de casca de licuri (Syagrus coronata), no processo de pirdlise lenta a
400°C. Os resultados indicaram que as primeiras fracdes da fase aquosa foram
mais eficazes contra o T. castaneum, que foi mais suscetivel a primeira fracao
aguosa (Al) em um curto tempo de exposicéo atingindo mortalidade de 92,5%,
apos 96h. Similarmente, as primeiras fracdes do licuri também exibiram efeito
fumigante em nosso estudo com R. dominica. Uma andlise dos componentes
dos liguidos de pirdlise de licuri, realizada por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (CG-EM), revelou a presenca de diversos compostos
organicos. A deteccéo de compostos como acido acético, furfural, fenol e furanos
sugere a existéncia de substancias potencialmente téxicas resultantes da pirolise
de licuri. Os inseticidas fumigantes atuam pela acdo dos volateis reduzindo a
acao residual do pesticida nos alimentos, diferente dos inseticidas de contato.
Além disso, € relevante considerar a presenca de ésteres e compostos
aromaticos, como o0 acetato de metila, tolueno, benzeno e etilbenzeno, que
podem contribuir para a toxicidade dos liquidos produzidos durante esse
processo de pirdlise (MATTOS et al., 2021).

Em nossa pesquisa, avaliou-se os efeitos do bio-6leo obtido a partir da torta
de sementes de maracuja (TSM) em duas temperaturas de conversao distintas.
Os resultados revelaram uma notavel toxicidade do bio-6leo em relacdo a R.
dominica quando aplicado por meio de fumigag&o. Parte desse estudo foi
previamente publicada no trabalho de Schroeder e colaboradores (2022). As
descobertas feitas no presente estudo apontam que o processo de conversao a
400°C demonstrou uma acéo pesticida significativamente mais eficaz quando
comparado ao processo de conversdo a 300°C, embora essa diferenca seja
relativamente pequena. Em relacdo as concentracdes letais (DLso), a média foi
de 130,4 mg/L para o bio-6leo convertido a 300°C e 124,7 mg/L para o bio-6leo
convertido a 400°C, representando uma diferenca de apenas 6,1 mg/L. Essa
discrepancia de 1,04% foi notadamente influenciada pela diferenga significativa
nos resultados observados nas duas temperaturas, especificamente na
concentracdo de 112,5 mg/L. Com base nesse indicador, € possivel afirmar que
a producao do bio-6leo com finalidade inseticida é mais eficaz a 400°C, uma vez

gue uma quantidade menor desse bio-0leo, obtido a essa temperatura, se mostra
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igualmente eficaz no controle da praga em comparag¢do com a versao convertida
a 300°C.

Ao compararmos nossos achados com a literatura, o estudo de Boer e
colaboradores (2020) também observou maior eficicia de liquidos de pirdlise
lenta obtidos a 400°C em relacdo a 500°C no controle de cupins. Nesse caso, a
pirélise de bagaco de cana-de-acgucar a 400°C resultou em derivados com maior
atividade inseticida e anti-alimentar. A andlise da composicédo revelou que o
aumento da temperatura de 400°C para 500°C elevou o teor de compostos
fenolicos, porém reduziu o conteido de &cidos organicos. J4 a presenca de
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPASs) foi insignificante em ambas as
temperaturas. Portanto, esse estudo corrobora nossos achados de que
temperaturas, ao redor de 400°C, potencializam a bioatividade inseticida de
liguidos de pirdlise lenta.

No estudo com bio-6leo da casca de sementes de girassol, Urrutia e
colaboradores (2021) observaram que entre as espécies de pragas de graos
armazenados estudados (Sitophilus oryzae, Lasioderma serricorne e
T.castaneum), o S. oryzae foi mais suscetivel aos efeitos letais do bio-6leo da
casca de sementes de girassol pré-tratadas com acido no processo de pirdlise
rapida a 450°C através do bioensaio de superficie de contato sendo eficaz em
menor tempo de exposicao (72h). Os efeitos comportamentais como repelente e
mobilidade foram leves, porém, com efeito na fisiologia nutricional do S. oryzae
e T. castaneum. Além disso, os autores relataram que o liquido de pirdlise bruto
nao foi eficaz, apenas o bio-0leo pré-tratado com acido. Tais resultados diferem
dos nossos em que o bio-6leo bruto sem nenhum tipo de tratamento foram
eficazes contra os insetos-praga R. dominica e nas duas temperaturas testadas.
Em contrapartida, Urrutia e colaboradores (2023), utilizando o bio-6leo obtido de
residuos de biomassa bioconvertidos por larvas de T. molitor, ndo obteve
atividade inseticida contra T. castaneum via toxicidade por contato, mas obteve
entre 50 e 70% de mortalidade por fumigacdo. Esses achados destacam a
complexidade das respostas aos diferentes bio-6leos e métodos de aplicagéao.

No trabalho de Hossain e colaboradores (2014), o bio-6leo de duas
conversdes de pirdlise de um concentrado de lignina foi investigado com o
objetivo de avaliar sua atividade inseticida. Os resultados entre os dois lotes de

bio-6leo revelam diferengas notaveis. O lote 1, que teve um periodo mais longo
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de armazenamento entre a producdo e 0s ensaios, exibiu uma atividade
inseticida para as larvas de besouros-da-batata relativamente menor em
comparacao ao lote 2. Esse contraste nas atividades inseticidas entre os dois
lotes foi atribuido ao envelhecimento do bio-6leo no lote 1, o que pode ter levado
a reacdes quimicas que afetaram sua eficAcia como pesticida. Além disso,
observou-se uma diferenca no perfil quimico entre os lotes, com a auséncia de
compostos HPAs uma presenca maior de acidos carboxilicos no lote 1 em
comparacao ao lote 2. Esses resultados enfatizaram a importancia do tempo de
armazenamento e do envelhecimento do bio-6leo na determinagcdo de sua
atividade inseticida e salientaram a necessidade de considerar esses fatores ao
desenvolver e aplicar bio-6leo como uma ferramenta eficaz no controle de
pragas.

No ensaio conduzido com a biomassa CAD, os L.P. ndo apresentaram um
desempenho satisfatorio quando expostos a adultos de A. diaperinus. No
entanto, em relacdo a R. dominica, a fracdo agquosa ndo demonstrou atividade
pesticida, enquanto o bio-6leo revelou-se altamente eficaz. Ao analisar a
resposta de R. dominica quando tratado com a fragdo oleosa resultante da
pirélise da CAb, observou-se uma taxa de mortalidade de 100% apds 96 horas
de tratamento, com uma taxa de mortalidade superior a 75% ja no primeiro dia
de observagéo.

E relevante observar que a ocorréncia de uma mortalidade inicialmente
baixa nos primeiros dias de exposicdo a fracdo oleosa é uma tendéncia comum,
possivelmente devido a volatilizacdo dos componentes ativos ao longo do tempo.
No entanto, vale destacar que esse padrao também foi observado em resultados
preliminares de estudos anteriores envolvendo a fragdo oleosa de biomassas
como a licuri, onde a mortalidade tende a ser inicialmente baixa nos primeiros
dias, mas registra um aumento significativo nos dias subsequentes de
exposicao. Considerando esses resultados promissores, sera fundamental a
realizacdo de mais estudos, especialmente para investigar a composi¢céo
guimica da fracao oleosa, a fim de compreender melhor sua eficicia e potencial
como pesticida.

Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a toxicidade
dos produtos de pirdlise em organismos aquaticos, especificamente com

Daphnia magna. Historicamente, os resultados tém apontado para uma baixa
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toxicidade desses compostos a organismos ndo alvo (URRUTIA et al., 2022).
Por exemplo, Pimenta e colaboradores (2000) utilizaram os liquidos da pirolise
lenta da madeira de Eucalyptus grandis e observaram uma CEso de 170 mg/L
apos 24h de exposicdo. Esses valores foram considerados como ndo perigosos
para organismos aquaticos, segundo os critérios do GHS. Além disso, Campisi
e colaboradores (2016) utilizaram diferentes tipos de bio-6leos produzidos por
pirélise intermediaria e observaram CEso de 118, 143 e 383 mg/L,
respectivamente. Esses valores também foram considerados como nao
perigosos.
Embora a maioria dos estudos mostrarem baixa toxicidade, o estudo de De
Lima e colaboradores (2019) apresentou uma CEso mais baixa, o que indica uma
maior toxicidade. Utilizaram o bio-6leo da madeira de eucalipto via pirélise rapida
e obtiveram a CEso de 26,12 mg/L, porém nédo foi identificado sinais de
genotoxicidade. Os resultados apresentados neste trabalho reforcam os
achados presentes na literatura, pois € comum que a toxicidade de liquidos de
pirélise contra organismos aquaticos seja menos intensa quando comparadas
aos inseticidas convencionais (Nivel Agudo 1), uma vez que a CEso mais téxica
foi 14,2 mg/L. Isso denota que, apesar da baixa toxicidade aguda, os bio-6leos
avaliados possuem um efeito um pouco mais elevado que alguns outros bio-
Oleos relatados na literatura. No entanto, é importante notar que esses estudos
foram realizados em diferentes tipos de biomassas, utilizando diferentes
métodos de pirélise, o que pode afetar os resultados.
Em comparacéo com os inseticidas convencionais, o organofosforado
Clorpirifés apresentou a CEso de 0,001 mg/L valor que o coloca em um rol de
substancias altamente toxicas para o meio ambiente. Isso € cerca de 14.000
vezes mais téxico do que o valor apresentado pelo bio-6leo de CAb. Em relacéo
ao piretroide cipermetrina, o valor é mais expressivo ainda, apés 48h de
exposicdo, apresentou a CEso de 0,0001 mg/L, valor que também o classifica
como uma substancia altamente toxica para o meio ambiente. I1Sso representa
gue a cipermetrina é cerca de 142.000 vezes mais téxica do que o bio-6leo de
CAb em ambientes aquaticos (IBAMA, 2019; KIM et al., 2008). Além disso, &
importante mencionar que nossos estudos avaliaram apenas a toxicidade aguda,
e nao avaliaram os efeitos a longo prazo da exposicédo aos extratos de pirélise.

Portanto, € importante realizar mais estudos para avaliar a toxicidade crénica e
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a biodegradabilidade dos L.P. antes de concluir sobre sua seguranca para o
meio ambiente aquatico.

O presente estudo também avaliou a ecotoxicidade aguda do bio-6leo de
biomassa TSM obtidas a 300°C e a 400°C , utilizando o microcrustaceo D.
magna como organismo-teste. Os resultados demonstraram que, de acordo com
os critérios do GHS (2021), os bio-6leos obtidos a 300°C e 400°C podem ser
classificados no Nivel Agudo Ill de toxicidade, por apresentarem taxas de
imobilidade inferiores a 50% na concentracdo de 100 mg/L apds 48 horas de
exposicao. As CEsp determinadas situaram-se na faixa de 15,6 a 16,8 mg/L para
as amostras a 300°C, e de 18,2 a 20,5 mg/L para as amostras a 400°C. Esses
valores ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si em
suas respectivas séries, evidenciando a consisténcia do efeito previsto.

A caracterizagdo quimica demonstrou que ambos o0s bio-6leos séo
constituidos majoritariamente por compostos fendlicos e nitrogenados, com
alguns hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. O aumento da temperatura de
pirdlise de 300 para 400°C resultou no incremento dos teores de derivados
nitrogenados (de 31,6 para 41,1 mg/g) e hidrocarbonetos aromaticos (de 19 para
31,7 mg/g) (SCHROEDER et al., 2022).

Considerando que muitos desses compostos apresentam propriedades
toxicas em insetos, e o provavel efeito sinérgico entre os diversos componentes
do bio-6leo, 0 aumento nessas duas classes pode justificar a maior atividade
inseticida do material obtido a 400°C. Além disso, os fendlicos presentes também
contribuem para a toxicidade. Diversos compostos nitrogenados, como piridinas,
pirrGis e quinolinas, assim como os hidrocarbonetos aroméaticos, apresentam
propriedades toxicas para varios organismos, incluindo insetos (ISHAAYA &
DEGHEELE, 1998). Portanto, 0 aumento nessas duas classes de compostos
pode ter contribuido para a maior toxicidade inseticida do bio-6leo obtido a maior
temperatura.

A utilizacdo de derivados de pirélise, provenientes de biomassa, ganhou
destaque no ambito da agricultura sustentavel. Esses derivados sédo
reconhecidos como produtos orgéanicos e potenciais para o condicionamento de
solo (MAPA, 2021). Essa regulamentacéo estabelece critérios e normas para a
utilizacdo de produtos em sistemas organicos de producdo, incluindo a

necessidade de quantificar os HPAs, com um limite maximo de 0,7 microgramas
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de HPAs por litro de produto formulado. A inclusao dos extratos pirolenhosos no
rol taxativo da regulamentacéao reflete o reconhecimento do potencial desses
produtos no contexto das praticas agricolas sustentaveis.

A falta de estudos complementares sobre os efeitos dos compostos
resultantes da pirélise lenta em baixas temperaturas limita uma discussao
aprofundada sobre o assunto (TILIKKALA et al. 2010). Embora pesquisas
tenham demonstrado os efeitos adversos de concentracfes mais altas desses
compostos e em conversdes de temperaturas mais elevadas, ha uma lacuna de
conhecimento em relacdo as concentragcdes mais baixas resultantes de pirélises
a temperaturas mais brandas e seus impactos no crescimento e
desenvolvimento das plantas (URRUTIA et al., 2022; DE LIMA et al., 2019;
HOSSAIN et al. 2013)

Ao analisar os resultados obtidos nos bioensaios, p6de-se observar a
presenca de um padrdo indicativo de fitotoxicidade em determinados
tratamentos com a formulacao de pirdlise. Os resultados obtidos na avaliacdo da
fitotoxicidade da fracdo aquosa da pirélise de CdB demonstraram uma tendéncia
de diminuicdo das médias de atividade fitotoxica a medida que a fracdo se
aproximava do bio-6leo, embora ndo tenha sido observada diferenca
estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle. A identificacdo dos
compostos responsaveis por essa atividade fitotoxica requer analises mais
detalhadas e um perfil quimico mais completo, que infelizmente ndo esta
disponivel neste estudo, devido aos atrasos proporcionados por diversos fatores,
inclusive a pandemia de COVID-19. No entanto, é importante mencionar que
ésteres e compostos aromaticos tém sido frequentemente associados a
atividade fitotoxica em outros estudos (KUMAR et al., 2021)

Além disso, os resultados destacam a notavel diferenca na atividade
fitotoxica entre as diferentes conversdes do CdB e Licuri. Isso reforca a
singularidade de cada biomassa pirolisada, evidenciando que diferentes
biomassas podem apresentar vocacgOes distintas em termos de atividade
fitotoxica. Vale ressaltar que, para uma avaliacdo mais abrangente da
fitotoxicidade dessas substancias, € necessario realizar testes em diferentes
concentracdes e estudos cronicos, a fim de obter uma melhor compreenséo dos

efeitos a longo prazo.
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Embora a fracdo aquosa da biomassa CdB apresente pouca aplicacédo
como inseticida, devido a baixa letalidade nos insetos deste trabalho, estudos
sugerem que produtos de pirdlise podem ser utilizados como condicionador de
solo, a sua baixa toxicidade em ambientes aquaticos pode ser um bom indicativo
para a sua outra aplicacdo nessas condicdes (ALl et al., 2022; IBN FERJANI et
al., 2019; SUN et al., 2018).

Em relacdo ao Licuri, embora tenha sido constatado que a fracdo Al
apresentou uma média inferior aquela do grupo controle (tratamento com agua),
tal diferenca néo atingiu significAncia estatistica nos trés parametros analisados.
Em contrapartida, as fracbes A2, A3, A4, A5 e OL demonstraram diferencas
estatisticamente significativas quando comparadas ao grupo controle. Assim,
dentre todas as biomassas e L.P. avaliados, a fragdo Al destacou-se pelo seu
desempenho, demonstrando uma mortalidade significativamente alta contra R.
dominica e baixa ecotoxicidade.

Uma diminuicdo nas médias dos trés parametros foi observada a partir do
tratamento com a fracdo A2, mantendo-se em patamares reduzidos nas fragdes
subsequentes (A3 e A4). A fracdo A5 exibiu um leve aumento nas médias em
relacdo as fracdes anteriores, sugerindo uma menor toxicidade. Entretanto, a
reducdo subsequente observada na fracdo oleosa (OL) indica a presenca de
substancias ou concentracbes que podem ser prejudiciais ao crescimento
radicular. A analise quimica dos derivados de pir6lise de licuri revelou a presenca
de diversos compostos que podem estar relacionados a atividade fitotdxica
observada. Dentre eles, destacam-se ésteres e aromaticos como acetato de
metila, tolueno, benzeno e etilbenzeno. Outras substéncias detectadas, como
acidos acéticos, furfural, fenol e furanos, também sdo conhecidas por seus
efeitos adversos em plantas (DE LIMA et al., 2019; DELBECQ et al., 2018;
VENTURA et al., 2016).

Os resultados do presente estudo demonstraram diferencas significativas
entre os grupos tratados com diferentes conversées do bio-6leo de TSM e o
grupo controle, composto por agua e acetona. As diferentes conversdes de TSM
resultaram em efeitos fitotoxicos, com reducdo significativa na taxa de
germinacao das sementes de A. cepa, menor crescimento e massa radicular. A
temperatura de conversdo nao influencia de forma significativa no menor

crescimento radicular e massa observada. Essa informacéo é relevante, pois
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sugere gque a variacao na fitotoxicidade esta mais relacionada a composicao
guimica dos bio-0leos em diferentes conversdes do que a temperatura de
pirdlise.

Outro aspecto relevante, € a necessidade de realizar estudos
complementares com concentracfes mais baixas dos bio-6leos para avaliar sua
toxicidade potencial e determinar a faixa ideal de aplicacdo como
condicionadores de solo. O presente estudo abriu caminho para investigacoes
futuras que possam explorar diferentes niveis de concentragcdo, buscando
identificar os pontos ideais de aplicacdo para maximizar os efeitos benéficos e
minimizar os riscos fitotdéxicos, permitindo uma compreensdo mais abrangente
de seus impactos no crescimento radicular, na biomassa das raizes e em outros
parametros relevantes. E importante destacar que a quantidade de liquido de
pirélise empregada na agricultura, no solo, € consideravelmente menor do que a
guantidade utilizada em nosso estudo. Em geral, as diluicbes usuais variam entre
0,3% e 0,1% (GREWAL; ABBEY; GUNUPURU, 2018; SOUZA et al., 2018).

Estudos anteriores, como o de Li e colaboradores (2015) utilizando o
biocarvao, relataram uma relagao dose-resposta invertida em forma de "U" entre
a dosagem e o crescimento de tomateiros, indicando que doses mais baixas e
mais altas estimularam levemente o crescimento, enquanto doses intermediarias
o inibiram. Nos estudos de Aguirre e colaboradores (2020), foi constatado que o
uso de concentracdes de derivados de pirélise como herbicidas a 25% foi capaz
de causar a mortalidade de plantas adultas, além disso, os resultados também
indicaram que mesmo concentracfes muito baixas dessas substancias foram
suficientes para inibir a germinagéo e o desenvolvimento das plantas. Portanto,
a realizacdo de testes com concentracbes mais baixas permitirA uma
compreensao mais precisa dos efeitos benéficos e adversos dessas formulacdes
no crescimento e desenvolvimento vegetal.

Também é crucial considerar a exposicdo crbnica das plantas aos
compostos de pirdlise contidos nas formulagbes de licuri. A realizacdo de
estudos crénicos, acompanhando o desenvolvimento das plantulas ao longo do
tempo, serd fundamental para avaliar os efeitos a longo prazo desses
compostos. Isso permitird obter informacdes mais abrangentes sobre a influéncia
dessas formulagcbes no crescimento radicular, na biomassa das raizes e em

outros parametros relevantes.
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O estudo de Lima et al. (2019) investigou o liquido de pirélise do eucalipto, e foi
observado que na sua composicao contém ciclopentenonas e piranos e que nao
demonstraram ecotoxicidade, enquanto os furanos, 5-hidroximetilfurfural,
furfural, catecol e hidroquinona apresentaram diferentes graus de toxicidade
(PILGARD et al., 2010; VENTURA et al., 2016). Os testes realizados com A.
cepa, D. magna e uma linhagem de células de peixe demonstraram que o L.P
apresentou toxicidade aguda para a vida aquatica, enquanto mostrou menor
toxicidade para plantas terrestres. No entanto, o L.P n&o apresentou efeitos
genotoxicos em nenhum dos sistemas testados. A composi¢cao quimica do L.P
varia dependendo da fonte de extracdo e do processo, e a natureza quimica de
um composto esta estritamente relacionada a sua toxicidade potencial (DE LIMA
et al., 2019). Portanto, é importante estabelecer limites de exposi¢cdo ambiental
para promover o uso seguro dos derivados de pirdlise na agricultura, evitando
impactos nos ambientes aquaticos. Inclusive o uso de extratos pirolenhosos esta
previsto no rol taxativo da Portaria 52 de 13 de marco de 2021 do MAPA, que
estabelece o regulamento de produtos liberados para utilizacdo em sistemas
organicos de producdo, dessa forma o uso de produtos a base de pirélise ja séo
uma realidade (MAPA, 2021).

Dentro desse contexto, a transicdo para uma bioeconomia circular é
fundamental para otimizar o aproveitamento de biomassas residuais,
proporcionando valor a materiais frequentemente descartados (SHERWOOD,
2020). Tecnologias como a pirélise possibilitam a conversdao de residuos
agroindustriais em produtos de alto valor agregado, fechando ciclos, reduzindo
desperdicios e impactos ambientais, como o exemplo do licuri, exposto nesse
trabalho (ANDOOZ et al., 2023). Seu fruto é valorizado comercialmente pela
améndoa comestivel. No entanto, o pericarpo era descartado como residuo. A
pirélise desse material residual resultou em derivados com propriedades
pesticidas e adsorventes, abrindo novas possibilidades de aproveitamento
(FOLLY et al., 2020; PEIXOTO et al., 2022).
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6. CONCLUSAO

CdB

- Os liquidos de pirélise ndo apresentaram atividade inseticida via toxicidade por
contato contra A. diaperinus.

- Somente o bio-0leo apresentou atividade pesticida via toxicidade por fumigacéo
contra o R. dominica com a LCso de 470mg/Lan

- O bio-6leo apresentou ecotoxicidade em D. magna Nivel Agudo Il com a CEso
de 71,8 mg/L.

- As fracdes aquosas apresentaram toxicidade crescente conforme a fracao se
aproximava do bio-6leo, que foi considerado téxico para A. cepa.

- As fracBes aquosas iniciais apresentam alta capacidade biotecnologica, pois
apresentam caracteristicas subletais Unicas que podem ser exploradas.

- As fracBes aquosas apresentam potencial para se tornarem promotores do
crescimento de plantas, devido a sua baixa toxicidade, embora a concentracao

ainda precise ser ajustada.

Licuri

- Apos 3 conversdes, houve padronizagdo da mortalidade nos testes biol6gicos
em A. diaperinus e R. dominica.

- As fracdes intermediarias, A3 e A4, apresentaram os melhores resultados
contra A. diaperinus via toxicidade por contato, com LCso de 2,5 e 2,3 mg/cm?,
respectivamente.

- As fragOes iniciais, A1 e A2, apresentaram os melhores resultados contra R.
dominica, via toxicidade por fumigacao.

- A fracdo Al ndo apresentou ecotoxicidade em D. magna, enquanto as fracdes
A2, A3, A4, A5 e o bio-6leo foram classificados como Nivel Agudo Ill com as
CEso de 100,2; 92; 92,1; 94,2 e 39,9 mg/L, respectivamente.

- Tirando a fracdo Al que foi classificada como nivel 0, todas as outras fracdes
aguosas e 0 bio-Oleo apresentaram efeitos deletérios nos trés parametros
avaliados, sendo classificados como nivel -3 de fitotoxicidade para A. cepa.

- Fracdo Al apresenta um alto potencial biotecnolégico, devido a elevada

atividade inseticida via fumigacéo e a nao ecotoxicidade nos modelos n&o alvo.
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TSM

- Apos 3 conversdes em diferentes temperaturas, houve padronizagcdo da taxa
de mortalidade nos testes biol6gicos em R. dominica.

- Os dois bio-6leos obtidos a 300°C e 400°C apresentaram elevada atividade
inseticida contra R. dominica via toxicidade por fumigacéo, porém o bio-6leo a
400°C mostrou-se ligeiramente mais toxico. As CLso foram 130,8 e 124,7mg/Lan).
- Ambos bio-6leos foram toxicos para D. magna, classificados como Nivel Agudo
[ll, com as CEso de 16,3 e 19,7 mg/L, respectivamente.

- Os bio-6leos obtidos a 300°C e 400°C também foram téxicos para A. cepa,

classificados como Nivel -3.

CADb

- As fragbes aquosas ndo apresentaram atividade inseticida via toxicidade por
contato contra A. diaperinus e 0 bio-6leo foi toxico somente em altas
concentracodes, atingindo uma CLso de 4,0 mg/cmz.

- As fragOes aquosas ndo apresentaram atividade inseticida via toxicidade por
fumigacdo contra R. dominica e o bio-6leo foi tdxico, atingindo uma CLso de 370,3
mg/Lan).

- Somente o bio-6leo foi considerado toxico para D. magna com CEso de 14,2
mg/L, classificado como Nivel Agudo I.

-Somente a fracdo A5 e o bio-6leo foram toxicos para A. cepa, classificados
como Nivel -1 e Nivel -3, respectivamente.

- As fragBes aquosas tém potencial para se tornarem promotores do crescimento
de plantas, devido a sua baixa toxicidade, embora a concentracéo ainda precise
ser ajustada.

- O bio-6leo apresentou a maior ecotoxicidade das biomassas testadas.
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ANEXO | — Residuos de hiomassas utilizados durante a

prospeccdo no mestrado

Biomassa N° de fracdes liquidas

AM 1 aquosa
AMP.1 2 aquosas

AMP.25-1 4 aquosas / 1 oleosa
BLENDED 1 aquosa
CA 1 aquosa
CAB.14.2 5 aquosas
CS 1 aquosa
CEA 1 aquosa

SCR 4 aquosas / 1 oleosa
MRO 1 oleosa
OGRAP 1 oleosa
PMO 1 oleosa

PLI.12-1 5 aquosas / 1 oleosa
PLI.10-4 5 aquosas
SAL.18 6 aquosas
SAL/SOL.17-11 7 aquosas
TMO 1 oleosa
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Abstract

This work showcases the valorization of passion fruit seed cake by slow pyrolysis, the individual molecular chemical char-
acterization of organic compounds in the liquid bioproducts via high-resolution analytical techniques, and the evaluation of
the bio-0il as a potential biopesticide. Slow pyrolysis was used for the first time o valorize the passion fruit seed cake (PFSC)
{Passiflora Edulis) residoe, obtaining bio-oil, agueous phase, biochar, and gas. Two working temperatures were selected,
300 °C and 400 °C, to investigate the final composition of the liquid products separated by density difference: bio-oil (BO300
and BO400) and agueous phase (AP300 and AP400). The bio-oils were obtained with an average yield of 15.6% BO300 and
13.8% BO400, whereas the agueous phases were obtained with a higher average yield than the bio-oils, being 27.9% AP300
and 29.2% AP400. Thus, the total liquid bioproducts yield for both pyrolysis processes was about 43%. The composition of
the liquid products had little vanation as a function of temperature. PFSC bio-oil is qualitatively composed mainly of phenolic
compounds, nitrogen derivatives, and nonpolar compounds such as aliphatic and aromatc hydrocarbons, while the agueous
phase has a higher proportion of nitrogenous compounds in its composition and a very polar characteristic. suggested as
potential biopesticides. In the evaluation of toxicity by fumigation used in this work, the aqueous phases showed no bioin-
secticidal activity against Sitophilus zeamais and Rhrvzopertha dominica. BO300 was moderately toxic against the species
5. zeamais and mortality was above 92% for the species K. dominica. BO400, on the other hand. showed high toxicity for
both species evaluated with mortality from 90 w 100% after 96 h. The results showed that despite the high concentration of
phenols in bio-nils, the presence of these lignin denvatives alone 15 not enough to justify the biological activity. Thus, other
compounds present in bio-oil such as nitrogen derivatives and aromatic hydrocarbons may be contributing to an increase the
bio-pesticide effect of bio-oils, and even the synergistic effect between all the substances present.
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