SILAS JUNIOR DE SOUZA

SINTESE E CARACTERIZACAO DE MICROESFERAS DE ALGINATO-
BENTONITA INCORPORADAS COM TIAMETOXAM PARA O CONTROLE DE
Brevicoryne brassicae (L.) ( HEMIPTERA: APHIDIDAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa — Campus Rio Paranaiba, como parte
das exigéncias do Programa de Pods-Graduagido
Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais, para
obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

Orientador: Jairo Tronto

Coorientador: Flavio Lemes Fernandes

RIO PARANAIBA - MINAS GERAIS
2021



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca da Universidade Federal

de Vigosa - Campus Rio Paranaiba

S729s
2021

Souza, Silas Junior de, 1993-

Sintese e caracterizacdo de microesferas de
alginato-bentonita incorporadas com tiametoxam para o controle
de Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae) / Silas
Junior de Souza. — Rio Paranaiba, MG, 2021.

55 f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui apéndices.

Orientador: Jairo Tronto.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa -
Campus Rio Paranaiba.

Referéncias bibliograficas: f.45-51.

1. Microesferas. 2. Tiametoxam. 3. Brevicoryne brassicae.
I. Universidade Federal de Vigosa - Campus Rio Paranaiba.
Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas. Mestrado
Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais. II. Titulo.

632.951




SILAS JUNIOR DE SOUZA

SINTESE E CARACTERIZACAO DE MICROESFERAS DE ALGINATO-
BENTONITA INCORPORADAS COM TIAMETOXAM PARA O CONTROLE DE
Brevicoryne brassicae (L.) (HEMIPTERA: APHIDIDAE)

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa — Campus Rio Paranaiba, como parte
das exigéncias do Programa de Pds-Graduagdo
Multicéntrico em Quimica de Minas Gerais, para
obtengdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 05 de margo de 2021.

Assentimento:

: Si%as Junior de Souza D

Autor




Agradeco a Deus por tudo.
A Ele toda honra e toda gloria!



Ao meu pais Eunice e Geraldo, por serem meus maiores apoiadores e
incentivadores em todos os momentos de minha vida sempre me motivando a ir

em busca de meus sonhos.

As minhas irmas Esther, Hewellyn e Kamilly por sempre torcerem pelo meu

SucCesSso.

A minha avé Maria Resende. por todo seu amor e cuidado e por sempre me

sustentar em suas oracoes.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me sustentar e permitir chegar até aqui.

A Universidade Federal de Vigosa — campus Rio Paranaiba e a Rede Mineira de
Quimica pela oportunidade concedida para a realizacio deste mestrado.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jairo Tronto, pela orientacdo, paciéncia, amizade e
ensinamentos valiosos passados durante o desenvolvimento desta dissertagao.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Fldvio Lemes Fernandes pela paciéncia, ensinamentos
e auxilio na realizacdo do bioensaio entomolégico.

Aos Professores Frederico Garcia Pinto e Geraldo Humberto da Silva pelo auxilio,
apoio e por sempre levantarem questdoes que enriqueceram este trabalho.

Aos técnicos de Laboratério da UFV-CRP, Jader, Vander e Vinicius que sempre se
dispuseram a me auxiliar naquilo que fosse necessario.

Ao Prof. Dr. Gustavo Franco de Castro pela ajuda na realizagdo e discussdao do MEV e
do teste de lixiviacao.

Ao Msc. Valber Georgio de Oliveira Duarte pelo auxilio em diversas partes deste
trabalho.

Ao Msc. Walyson Silva Soares pelo auxilio na discussdo do bioensaio.

A Joyce Rodrigues pela realizagdo das andlises de DRXP e TGA-DTG.

Aos colegas do Laboratério de Compostos Lamelares (LCL), Ana Luiza, Ana Rita,
Brenda, Caroline, Franciely, Lidio, Lorena, Mariane, Milton, Niely, Roberta, e Victor pela
ajuda, paciéncia, conhecimento partilhado e alegre convivéncia.

Aos membros da banca pela disponibilidade e valiosas contribui¢des.

A todos que de alguma forma, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacao
desse trabalho.

Muito Obrigado!

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.



“Quem caminha sozinho pode até chegar mais rdpido, mas aquele que vai acompanhando com
certeza vai mais longe.”

(Clarice Lispector)



RESUMO

DE SOUZA, Silas Junior, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa Campus Rio Paranaiba,
marco de 2021. Sintese e caracterizacio de microesferas de alginato-bentonita
incorporadas com tiametoxam para o controle de Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera:
Aphididae). Orientador: Jairo Tronto. Coorientador: Fladvio Lemes Fernandes.

O pulgdo-da-couve, Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae), é uma das pragas
que mais causa prejuizos em brdssicas no mundo. As perdas em produtividade associadas a
essa praga chegam até 82% em bréassicas. Um dos inseticidas mais recomendados para o seu
controle é o Actara® 250 WG, o qual possui como ingrediente ativo o tiametoxam. Entretanto,
0 uso incorreto de inseticidas pode causar impactos tanto ao meio ambiente quanto para a
saude humana. Nesse sentido, € importante introduzir novas formas de controle as quais
visem a reducd@o desses impactos. Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram sintetizar e
caracterizar microesferas de alginato e bentonita incorporadas com tiametoxam, avaliar a taxa
de liberacdo “in vitro”, o perfil de lixiviacdo de tiametoxam e por fim, verificar a toxicidade
de tiametoxam incorporado as microesferas para o controle de B. brassicae. As técnicas de
caracterizacdo utilizadas foram: Difracio de raios X no P96, Espectroscopia de Infravermelho
com Transformada de Fourier, Andlise Termogravimétrica e Termogravimetria Derivada e
Microscopia Eletronica de Varredura. Os resultados destas andlises, forneceram informagdes
a respeito dos materiais precursores utilizados na sintese das microesferas e serviram para
confirmar sua presenga nos materiais sintetizados. O estudo de liberacdo “in vitro”, mostrou
que a taxa de liberagdo acumulada de tiametoxam foi maior no Actara® 250 WG que nas
microesferas sintetizadas. O teste de lixivia¢do realizado, mostrou que o perfil de lixiviacao
de tiametoxam presente nas microesferas foi significativamente menor quando comparado ao
Actara® 250 WG. No bioensaio, a mortalidade de B. brassicae observada com o uso das
microesferas ficou acima do que € requerido pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento e apresentou resultados semelhantes quando comparados ao inseticida
comercial. De forma geral, concluiu-se que as microesferas sintetizadas apresentaram
resultados satisfatorios sugerindo que estas podem ser uma alternativa interessante para serem

utilizada na agricultura.

Palavras-chave: Microesferas. Tiametoxam. Brevicoryne brassicae.



ABSTRACT

DE SOUZA, Silas Junior, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa Campus Rio Paranaiba,
March, 2021. Synthesis and characterization of alginate-bentonite microspheres
incorporated with thiamethoxam for control of Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera:
Aphididae). Advisor: Jairo Tronto. Co-Advisor: Flavio Lemes Fernandes.

The cabbage aphid, Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae), is one of the most
damaging pests in brassica in the world. The productivity losses associated with this pest
reach up to 82% in brassicas. One of the most recommended insecticides for its control is
Actara® 250 WG, which has thiamethoxam as active ingredient. However, the incorrect use of
insecticides can impact both the environment and human health. In this sense, it is important
to introduce new forms of control aimed at reducing these impacts. Thus, the objectives of
this work were to synthesize and characterize microspheres of alginate and bentonite
incorporated with thiamethoxam, evaluate the “in vitro” release rate, the leaching profile of
thiamethoxam, and finally, verify the toxicity of thiamethoxam incorporated in the
microspheres for control of B. brassicae. The characterization techniques used were: X-ray
powder diffraction, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Thermogravimetric Analysis
and Derivative Thermogravimetry, and Scanning Electron Microscopy. The results of these
analyzes, provided information about the precursor materials used in the synthesis of the
microspheres and served to confirm their presence in the synthesized materials. The “in
vitro” release study showed that the accumulated release rate of thiamethoxam was higher in
Actara® 250 WG than in the synthesized microspheres. The leaching test carried out showed
that the leaching profile of thiamethoxam present in the microspheres was significantly lower
when compared to Actara® 250 WG. In the bioassay, the mortality of B. brassicae observed
with the use of microspheres was above what is required by the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply and presented similar results when compared to the commercial
insecticide. In general, it is concluded that the synthesized microspheres presented satisfactory

results, suggesting that they can be an interesting alternative to be used in agriculture.

Keywords: Microspheres. Thiamethoxam. Brevicoryne brassicae.
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1. INTRODUCAO

De acordo com dados da Organizacdo das Nagdes Unidas (2019), estima-se que nos
préoximos 30 anos a populacdo mundial aumente em 2 bilhdes de pessoas, atingindo 9,7
bilhdes no ano de 2050 (“UNITED NATIONS”, 2019). Com uma populacdo cada vez mais
ascendente, cresce também a demanda mundial de alimentos. No estudo desenvolvido por
Fukase e Martin (2020), concluiu-se que a demanda por alimentos deve crescer 102% entre o
periodo de 2009 — 2050 (FUKASE; MARTIN, 2020). Para suprir essa demanda, € necessario
que a produgcdo de alimentos cresca 70% até 2050 (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS [FAO], 2017). Entretanto, essa crescente
necessidade de producdo de alimentos, pode desencadear uma série de problemas
(CRISTINA; FONTES; ALMEIDA, 2009; SAATH; FACHINELLO, 2018). Dentre eles,
pode-se destacar o uso excessivo de pesticidas para o controle de pragas, que tem por
finalidade evitar perdas agricolas (SANTOS; AREAS; REYES, 2007).

Acredita-se que a prética da agricultura tenha surgido ha cerca de 10000 anos. Ao
passo que, o primeiro relato do uso de pesticidas para o controle e combate de pragas surgiu
ha 4500 anos, quando os povos sumérios usaram compostos a base de enxofre contra acaros e
insetos (“IUPAC”, 2010). Porém, o uso demasiado de pesticidas teve seu inicio no ano de
1950, na chamada “Revolu¢do Verde”. Esta, de acordo com seus idealizadores, buscava
acabar com a fome mundial por meio da utilizacio de novas préticas agricolas. Os
agricultores daquela época, perceberam que a inovacio dos sistemas de plantio e a utilizagdo
de fertilizantes e pesticidas aumentava consideravelmente a produtividade agricola, sendo,
portanto, uma forma interessante para resolver o problema da fome (EPSTEIN, 2014;
LONDRES, 2011).

O uso de pesticidas € muito importante para aumentar a quantidade e qualidade de
alimentos a serem produzidos, bem como auxiliar na reducdo das perdas agricolas (SANTOS;
AREAS; REYES, 2007). Entretanto, seu uso pode causar uma série de impactos negativos.
Na literatura € possivel encontrar diversos trabalhos que relatam esses problemas. Eles vao
desde impactos a satide humana — dores de cabeca, diabetes, distirbios neurodegenerativos,
diversos tipos de cancer, etc., impactos ao meio ambiente — contaminagdo da dgua, solo e ar,
degradacdo das funcdes microbianas do solo, dentre outros, além de que seu uso excessivo
propicia a diminui¢ao dos inimigos naturais e a selecao de individuos resistentes na populagcao
(GALVAN et al, 2000; MEENA et al., 2020; MORAES, 2019; MOSTAFALOU;

ABDOLLAH]I, 2013). Sendo assim, € necessdrio a introducao de novas formas de controle, as
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quais aliadas a menor aplicacdo de pesticidas, tornem a produtividade agricola mais eficiente
e menos danosa tanto para os seres humanos, quanto para o meio ambiente. Nesse sentido, o0s
materiais hibridos organico-inorganicos surgem como uma op¢ao interessante para se avaliar

novas formas de controle de pragas a serem utilizados na agricultura.

1.1 Materiais Hibridos Organico-Inorganicos

Os materiais hibridos organico-inorganicos podem ser definidos como nanocompdsitos
formados pela combinacdo de componentes orgadnicos e inorganicos. Estes, normalmente
apresentam propriedades singulares, superiores e distintas quando comparadas as dos seus
componentes originais, as quais sao resultantes das contribui¢cdes individuais das interfaces
internas organica e inorganica (FERNANDES; BARADARI; SANCHEZ, 2014; SANCHEZ
et al., 2011). E possivel sintetizar uma ampla diversidade desses compostos com diferentes
tipos de componentes, processamento e propriedades fisicas e quimicas (SANCHEZ et al.,
2011). Dessa forma, os materiais hibridos organico-inorganicos t€ém ganhado cada vez mais
espaco no meio comercial, uma vez que suas aplicagdes abrangem diversas dreas, tais como:
aeroespacial, agricultura, eletronica, medicina, etc. (KHOT et al., 2012; KICKELBICK, 2006;
SANCHEZ et al., 2005). Especialmente na agricultura, esses materiais vém sendo aplicados
para o melhoramento de germinag¢do e crescimento de plantas, liberacdo controlada de
nutrientes e pesticidas, deteccdo de patdgenos, aumento de produtividade, dentre outras
(CASTRO et al., 2020a; DE CASTRO et al., 2020; SHANG et al., 2019). Na Figura 1, é
apresentado um esquema ilustrativo da utilizacdo dos materiais hibridos organico-inorganicos

na agricultura.

Regulador do crescimento
de plantas

Material hibrido &
organico - inorganico
Controle de p|antas g 9 Controle de insetos

daninhas o
Ingrediente ativo

Figura 1 — Esquema ilustrativo da multiplicidade de aplicagdes dos materiais hibridos organico-
inorgénicos na agricultura.

Fonte: PASCOLI et al., (2018), adaptado.
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As formulagdes utilizando os materiais hibridos organico-inorganicos para a liberacao
sustentada de nutrientes e pesticidas, sdo em geral, utilizadas pensando na diminui¢do do
custo e acdo prolongada do ingrediente ativo. Com elas, espera-se que a liberacdo ocorra de
forma sustentada, com uma taxa e duracdo pré-determinadas, de modo que a eficiéncia da
liberagc@o seja melhorada e ocorra uma diminui¢do nos efeitos deletérios. A natureza € o tipo
de polimero a ser utilizado na sintese do material hibrido organico-inorganico, € crucial na
determinacio dos parimetros que influenciam na liberacio sustentada (FERNANDEZ-
PEREZ et al., 2008). Quando se trata de formulacdes de liberacdo sustentada para aplicacdes
agricolas, sdo comumente utilizados polimeros naturais biodegraddveis tais como: acetato de
celulose, amido, alginato, etilcelulose, lignina, quitina e quitosana (FERNANDEZ-PEREZ et
al., 2008; SHAN et al., 2016).

Para o presente trabalho, foi escolhido o biopolimero alginato, cuja representacio
estrutural é apresentada na Figura 2. Ele é um polimero de baixo custo, ndo téxico, formado
por um grupo de polissacarideos anidnicos extraidos de algas marrons. Este, cuja férmula
molecular ¢ NaCcH7Og, possui polissacarideos de cadeias lineares unidos por ligagdes tipo
(1>4), formado por diferentes blocos de residuos de dcido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-
gulurdnico (G), os quais se ligam de forma que sua sequéncia seja alternada. As propriedades
deste polimero como, por exemplo, viscosidade, solubilidade e gelificacio, sdo determinadas
pela composicao, massa molecular e tamanho de seus blocos residuais de M e G. (GARCIA-
CRUZ; FOGGETTI; DA SILVA, 2008; OH et al., 2011). A vasta aplicabilidade industrial do
alginato estd diretamente relacionada a sua capacidade de reter dgua, biodegradabilidade, ndo
imunogenicidade, viscosidade, estabilidade e capacidade de formar gel na presenca de
diferentes agentes reticulantes. Estas caracteristicas, o tornam um material potencial como
transportador de farmacos, matriz para células vivas, imobilizacdo celular, liberacao

sustentada de fertilizantes e pesticidas, dentre outros (DA SILVA et al., 2017).

[ OH o)

HO

HO "
O o}

m

Figura 2 — Representacdo estrutural do alginato.

Na presenca de cations bivalentes, como, por exemplo, o ion célcio, o alginato forma
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um hidrogel. O mecanismo proposto para essa reacdo € descrito pelo modelo da caixa de ovos
(egg-box). A formacdo do hidrogel se da pela forte interacao entre os grupos carboxilatos que
compde as bases residuais do dcido gulurdnico (G) do alginato e os cétions bivalentes, de
forma que os fons sdo aprisionados nesses blocos residuais de G do alginato em uma rede
tridimensional continua, estavel e termo irreversivel. Tal formacdo € semelhante a uma caixa
de ovos, como mostrada na Figura 3 (DA SILVA et al., 2017; MALINCONICO et al., 2008).
Por ser um cation de baixo custo e ndo-toxico, Ca** ¢ o mais utilizado na formacdo de
alginato gel. O processo de formagdo de microesferas € geralmente realizado pelo método de
coacervagdo complexa. Este consiste no gotejamento de uma solugdo de alginato de sédio em
uma solucdo de Ca*". (DA SILVA et al., 2017). Entretanto, € possivel substituir a solu¢do de
alginato por uma suspensdo homogénea de alginato/argilas, alginato/polimeros e

alginato/fertilizantes (CASTRO et al., 2020a).

Figura 3 — Representacdo esquemadtica do modelo caixa de ovos de formagao de gel de alginato por
célcio.
Fonte: KAWAGUTI; SATO, (2008).

Bentonita ¢ o nome genérico dado a argilas formadas por particulas muito finas, as
quais sdo constituidas principalmente pela montmorilonita (MMT). Pertencente ao grupo dos
filossilicatos do tipo 2:1, a bentonita € formada por duas folhas de silicio, cujas unidades
basicas sdo tetraedros de silicatos (SiOy4) e outra folha de aluminio, cujas unidades bdasicas sdao
octaedros de alumina (Al,O3). As folhas s@o unidas por oxigénio comuns, formando uma
lamela. O empilhamento das lamelas ocorre por meio das interacdes de van der Waals e por
interagdes polares fracas. O tamanho correspondente a uma célula unitiria da MMT em

relacdo ao eixo Z € denominado espagamento basal. Ja a distdncia entre duas lamelas
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adjacentes é chamada de espacamento interlamelar, local no qual os “ingredientes ativos —
moléculas ou fons” sdo incorporados (COSTA FILHO; GOMES; LUCAS, 2005;
NURUZZAMAN et al., 2016; SARTOR; DE AZEVEDO, 2014; SILVA; FERREIRA, 2008).

A férmula quimica da MMT é: Mx(AlsxMgy)SisO20(OH)4, onde “M” representa ions
monovalentes trocaveis e “x” o grau de substituicdo isomorfica. Entre suas principais
caracteristicas, destacam-se: elevada drea superficial especifica, alta capacidade de troca
catidnica, moderada carga negativa superficial, capacidade de inchamento, dentre outras. Vale
ressaltar ainda que devido ao seu baixo custo, origem natural, resisténcia a solventes e altas
temperaturas, essa argila € um excelente material a ser empregado na industria desde a
fabricacdo de impermeabilizantes, cosméticos e remédios, dentre outras (PAIVA;

MORALES; DIAS, 2008; SILVA; FERREIRA, 2008). A representacdo estrutural da MMT

sddica € apresentada na Figura 4.

— Folha tetraédrica

— Folha octaédrica

— Folha tetraédrica

Espagamento Basal

— Espaco interlamelar

o — Al
® — OH
® — Sij
®o—0

Figura 4 — Representacdo estrutural da montmorilonita sédica.
Fonte: NURUZZAMAN et al., (2016).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de materiais hibridos organico-inorganicos para serem
utilizados na liberacdo controlada de nutrientes e pesticidas, a qual € objeto de estudo deste
trabalho, vem sendo amplamente investigada e tem apresentado bons resultados. No trabalho
desenvolvido por Castro e colaboradores, foram sintetizadas microesferas de alginato
contendo hidréxido duplo lamelar de magnésio e aluminio intercalado com borato (HDL-B-
ALG), e mais outros dois tipos de microesferas de alginato contendo &4cido bdrico em

diferentes propor¢oes. O comportamento destas, foram comparadas com H3;BOj; e Ulexita, as
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quais sdao comercializadas como fontes de boro (B) para plantas. Os resultados encontrados,
mostraram que as microesferas apresentaram perfil de liberacdo sustentada, uma vez que a
liberacdo e lixiviagdo de B do material HDL-B-ALG foi muito menor que os das fontes
comerciais. Neste trabalho, também foram realizados bioensaios utilizando as fontes usuais de
B e os materiais sintetizados para se avaliar a eficiéncia e o efeito residual de B em cultivos
sucessivos de algoddo e girassol. Mais uma vez, os resultados encontrados sugeriram que o
material HDL-B-ALG proporcionou um aumento na acumulac¢do de B na regido radicular das
plantas, melhorando assim a eficiéncia do fertilizante e a absorcdo de B pela planta
(CASTRO et al., 2020a).

Ja no trabalho realizado por Kottegoda e colaboradores, foram sintetizados nanohibridos
de ureia com nanoparticulas de hidroxiapatita, os quais foram chamados de nanohibridos de
ureia-HA. Estes, foram comparados com ureia comercial, a qual € amplamente utilizada como
fonte de N para plantas. Ambos tiveram seu comportamento de liberagdo de nitrogénio
investigados por meio de um teste de liberacdo rdpida em dgua. O resultado deste teste
preliminar evidenciou que a taxa de liberacao dos nanohibridos de ureia-HA foi muito inferior
ao da ureia pura (cerca de 12 vezes menor), indicando que esses materiais podem ser
utilizados como fontes de liberac@o sustentada de N. Ainda neste trabalho, avaliou-se também
a biodisponibilidade e liberagdo controlada dos nanohibridos sintetizados em plantacdes de
arroz. Mais uma vez, os resultados obtidos sugeriram que os nanohibridos de ureia-HA sdo

materiais promissores como fonte de liberagdo sustentada de N (KOTTEGODA et al., 2017).

1.2 Repolho (Brassica oleracea var. capitata)

Anualmente sdo produzidos cerca de 70 milhdes de toneladas de repolho no mundo
(MELO, 2020). Dados da Research and Markets, indicaram que a receita global arrecadada
com repolho no ano de 2018 totalizou US$ 39,4 bilhdes. Nesse mesmo ano, os maiores
produtores de repolho foram a China, com uma produgdo de 34 milhdes de toneladas, seguida
da India com 9,2 milhdes de toneladas e a Russia com 3,6 milhdes de toneladas (“WORLD -
CABBAGE AND OTHER BRASSICAS - MARKET ANALYSIS, FORECAST, SIZE,
TRENDS AND INSIGHTS”, 2020). No Brasil, no ano de 2019, os maiores estados
produtores foram Sao Paulo, Parand e Minas Gerais. A cidade de Rio Paranaiba-MG, local

onde foi realizado este estudo, € a maior produtora do estado, nela a drea plantada com

repolho é de 405 ha (MELO et al., 2019).
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1.3 Pulgao-da-Couve

O pulgdo-da-couve, Brevicoryne brassicae, (L. 1758) (Hemiptera: Aphididae),
representado na Figura 5, € uma das pragas que mais causa prejuizos em brissicas no mundo
(CIVIDANES, 2002; KHAN et al., 2015; RAZAQ et al., 2011). As perdas em produtividade
causadas por este afideo em genétipos de brassicas chegam até 82%. (KHAN et al., 2015;
KHATTAK et al., 2002; RAZAQ et al., 2011). O motivo destas perdas é que este inseto-praga
succiona a seiva, causando necrose foliar, injeta toxinas, causando encarquilhamento nas
folhas, reducdo no crescimento da planta e reduz a taxa fotossintética ao proporcionar
substrato para o desenvolvimento do fungo Capnodium spp. (fumagina) (IMENES; IDE,
2002; JORGE ANDERSON GUIMARAES; MICHEREFF FILHO; DE LIZ, 2011).

Figura 5 — Pulgdo-da-couve

Disponivel em: https://www.nexles.com/articles/cabbage-aphid-brevicoryne-brassicae.
Acesso em: 19 nov. 2020.

Existem diversas formas de controle do pulgido-da-couve tais como: fisico e mecanico,
bioldgico, quimico, dentre outras. O controle quimico com uso de inseticidas e extratos de
plantas tem sido o método mais empregado para o manejo desta praga (BAI; ZHOU; WANG,
2006; PEREIRA et al., 2019). Entretanto, este deve ser realizado de maneira planejada e
criteriosa de modo a se evitar problemas ambientais, impactos negativos a saude humana e
selecdo de populacdes de insetos resistentes. Um dos inseticidas mais recomendados para o
controle dessa praga é o Actara® 250 WG, cujo ingrediente ativo é o tiametoxam (VALBON

et al., 2015).

1.4 Tiametoxam
Pertencente ao grupo quimico dos neonicotindides, derivado da nicotina, o inseticida
tiametoxam (ou thiamethoxam), nome IUPAC (EZ)3-(2-cloro-tiazol-1,3-tiazol-5-ilmetil)-5-

metil-1,3,5-oxadiazinan-4-ilideno(nitro)amina, ¢ um sélido, cuja férmula e massa molecular
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sao respectivamente, CgH;oCIN5O3S e 291,72 g-mol'l. Na Figura 6, € apresentada a férmula

estrutural do tiametoxam.

CHy MO,

[ D

Cl
O._N \/ES
Figura 6 — Representacdo estrutural do tiametoxam.

Suas principais propriedades fisico-quimicas estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do tiametoxam.

Propriedade Tiametoxam
Estado fisico Cristalino
Solubilidade em dgua 4,1 gL'a25°C
Ponto de fusio 139,1 °C
Pressdo de vapor 6,60 x 10 mPa a 25 °C
Coeficiente de parti¢do octanol-dgua 0,74empH=7a25°C
Log Kow -0,13
Densidade 1,57 g~mL'1 a20°C

Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5485188. Acesso em: 16 jul. 2020.

Tiametoxam foi introduzido no mercado de pesticidas no ano de 1998 pela Syngenta
com trés nomes diferentes: Actara®, Cruiser® e Platinum®. O primeiro deles, indicado para
uso foliar; o segundo, no tratamento de sementes e o terceiro para aplicacdo no solo
(JESCHKE et al., 2011). De forma geral, os neonicotindides sdo uma classe de inseticidas
muito importante no mercado internacional. Dados mostram que suas vendas correspondem a
30% do mercado internacional de inseticidas (IHARA; MATSUDA, 2018). O tltimo relatério
de vendas de pesticidas disponibilizado pela Syngenta datado de 2012, mostra que somente
naquele ano, tiametoxam havia alcangando a marca de $1.1 bilhdo de délares em vendas
mundiais, consagrando-se, portanto, como o segundo neonicotindide mais vendido no mundo
(SIMON-DELSO et al., 2015). Seu sucesso de vendas foi devido a sua vasta aplicacdo. Este €
utilizado em pelo menos 65 paises e registrado para 115 diferentes culturas, tais como,
algodao, arroz, batata, café, citros, repolho e tomate. As pragas contra as quais tiametoxam ¢é
eficiente variam desde os principais insetos sugadores, algumas pragas mastigadoras e pragas

que vivem no solo (JESCHKE et al., 2011).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5485188

23

O mecanismo de acdo do tiametoxam nos insetos, baseia-se no fato de que os
neonicotindides possuem alta afinidade com os receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs). Entretanto, estes ndo conseguem ser degradados pela acetilcolinesterase (AchE) —
enzima responsdvel pela finalizacdo da transmissdo dos impulsos nervosos — gerando entdo
extrema excitagdo do sistema nervoso dos insetos e interferéncia na transmissao dos impulsos
nervosos, levando-os a morte (WANG et al., 2020).

Para o presente trabalho, foi utilizado o inseticida Actara® 250 WG, cuja classifica¢do
toxicoldgica € classe III, sendo, portanto, considerado medianamente toxico aos seres
humanos. Ja para os organismos aqudticos, ¢ um pesticida muito téxico, uma vez que seu
potencial de periculosidade ambiental € classe I, ou seja, altamente perigoso ao meio ambiente

(SYNGENTA, 2017).

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como principais objetivos: (i) sintetizar e caracterizar materiais
hibridos orgénico-inorganicos formados a partir de microesferas de alginato de soédio e
bentonita incorporados com o inseticida tiametoxam. (i7) utilizar os materiais sintetizados para
o controle do pulgdo-da-couve, Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae).

Mais especificamente, os objetivos foram:
1. Sintetizar microesferas de alginato contendo bentonita, pelo método da coacervacido
complexa, adaptado de ZHANG et al., (2014). O composto lamelar utilizado foi a argila
bentonita;
2. Incorporar o inseticida tiametoxam nas microesferas;
3. Realizar a caracterizacdo completa das microesferas sintetizadas por meio das técnicas
difracdo de raios X no pod (DRXP), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier com acessorio de refletancia total atenuada (FTIR-ATR), analise
termogravimétrica e termogravimetria derivada (TGA-DTG), microscopia eletronica de
varredura (MEV) e cromatografia liquida de alta performance (HPLC);
4. Realizar estudos de liberacdo “in vifro” do inseticida tiametoxam presente nas
microesferas;
5. Realizar estudos de lixiviacdo do inseticida tiametoxam presente nas microesferas;
6. Verificar a toxicidade de tiametoxam incorporado as microesferas para o controle de

Brevicoryne brassicae.



24

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados para a sintese das microesferas apresentaram grau de
pureza analitica e foram utilizados sem purificacdo prévia. A 4gua utilizada foi previamente
destilada e deionizada através do sistema Millipore MilliQ®. Para a sintese das microesferas,
foram utilizados os seguintes reagentes: Cloreto de Célcio (Vetec, 99-105%), Alginato de
Sédio (Exodo, 90,8-106%), Tiametoxam (Sigma-Aldrich, 100%) e Bentonita Sdédica
(Proquimios, 85%).

3.2 Experimental
3.2.1 Sintese das microesferas

3.2.1.1 Sintese das microesferas controle

A sintese das microesferas controle, foi realizada pelo método da coacervacio
complexa, adaptado de ZHANG et al., (2014). Neste método, primeiramente preparou-se um
gel utilizando um volume de 50 mL de dgua e 0,5 g do biopolimero alginato de sodio. Este foi
deixado sob vigorosa agitacdo por cerca de 1h a temperatura ambiente (25 °C) de modo a se
obter completa solubilizacdo e homogeneizacdo do biopolimero. Posteriormente, formou-se
uma suspensdo pela adi¢do de 2,5 g da argilomineral bentonita, a qual foi também mantida
sob vigorosa agitacdo por mais lh a temperatura ambiente (25 °C). A suspensdo obtida, foi
transferida para uma bureta de 50 mL e gotejada com vazdo de cerca de 1 gota-s'1 em uma
solucdo contendo 5% de CaCl, (m/v). As microesferas obtidas foram peneiradas para remocao
do excesso da solucdo de CaCl,, transferidas para uma placa de Petri e secas em estufa com
circulagdo de ar por cerca de 24h a uma temperatura de 40 °C. Apos secas, estas foram
acondicionadas em frasco limpo e seco e armazenadas em geladeira para posteriores andlises
de caracterizacdo e bioensaio. Na Figura 7, tem-se uma representacdo esquematica da sintese
das microesferas. No Apéndice A, a Figura Al(a) mostra uma imagem fotografica das

microesferas formadas apds a sintese e a Figura A1(b) apds 24h em estufa de secagem.
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Agitagdo Suspensdo transferida
magnética | para bureta I
Adigdo da
bentonita
Gel: Agua + Alginato Suspensdo: Alginato + Bentonita

Formagdo das microesferas
em solugdode CaCl,

Figura 7 — Representacdo esquematica de sintese das microesferas controle.

3.2.1.2 Sintese das microesferas com tiametoxam

As microesferas incorporadas com o inseticida tiametoxam, também foram obtidas por
meio do método da coacervacdo complexa, adaptado de ZHANG et al, (2014).
Primeiramente, preparou-se uma solucdo de 1000 mg-L"' com o inseticida tiametoxam. A
partir desta solucdo, foi realizada uma diluicio de modo a se obter uma solucdo com
concentragdo igual a 350 mgL’1 em um volume igual a 50 mL. Nesta nova solucdo,
adicionou-se 0,5 g do biopolimero alginato de sédio. Esta foi deixada sob vigorosa agitacdo
por cerca de 1h a temperatura ambiente (25 °C) até a completa solubiliza¢do do alginato de
sodio. Em seguida, foi adicionado 2,5 g de bentonita sddica ao gel formado com a finalidade
de obter-se uma suspensdo. Apds lh de agitacdo também a temperatura ambiente (25 °C), a
suspensdo obtida foi transferida para uma bureta de 50 mL e gotejada com vazao de cerca de
1 gota's” em uma solucdo contendo 5% de CaCl, (m/v). Para a remocio do excesso da
solugdo de CaCl,, utilizou-se uma peneira. Em seguida, as microesferas foram transferidas
para uma placa de Petri e secas em estufa com circulacdo de ar por cerca de 24h a uma
temperatura de 40 °C. Por fim, o material sintetizado foi acondicionado em frasco limpo e
seco e armazenado em geladeira para posteriores andlises de caracterizacdo e bioensaio. A
Figura 8 ilustra o esquema da sintese descrito acima. A Figura A2(a) anexada ao apéndice A,
mostra uma imagem fotografica das microesferas formadas apds a sintese e a Figura A2(b)

apo6s 24h em estufa de secagem.
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Agitagdo Suspensao transferida
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Adigdo da
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Figura 8 — Representacio esquematica de sintese das microesferas com tiametoxam.

3.2.2 Determinacio da quantidade de tiametoxam incorporado nas microesferas

A quantidade de tiametoxam encapsulada nas microesferas foi determinada por meio
de uma andlise semi-quantitativa. Primeiramente, foram pesadas 0,06 g de microesferas com
tiametoxam as quais foram adicionadas em um frasco Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de
adgua. Em seguida, este foi levado para uma incubadora SHAKER refrigerada SL-223 da
marca SOLAB a 110 rpm a 25 °C por 96 h. Decorrido esse tempo, uma aliquota de 1,0 mL foi
retirada do frasco e filtrada em microfiltro de seringa (0,45 pm). Por fim, esta foi
acondicionada em um vial e quantificada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) seguindo a metodologia descrita abaixo. Este experimento foi realizado em triplicata.

Para esta andlise, construiu-se uma curva analitica a partir de uma solucdo padriao de
1000 mg-L" de solucdo padrio de tiametoxam. As concentracdes utilizadas para a construcio
desta curva foram: 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg-L™". O grafico de regressdo linear da curva
analitica obtido para a determinacdo da quantidade de tiametoxam incorporado nas
microesferas € apresentado na Figura B1 no Apéndice B.

Utilizou-se um Cromatégrafo Liquido de Alta Performance (HPLC) da Agilent
Technologies, modelo 1260 Infinity II, com detector de ultravioleta, modelo G7117c: 225 nm.
Para as analises, estabeleceu-se as seguintes condi¢des cromatograficas: coluna C-18, modelo
Luna Phenomenex® (4,6 mm x 25 cm x 5 um), dgua acidificada com H3;PO4 a 0,01 mol-L!-
acetonotrila na propor¢ao 70:30 como fase movel, temperatura de 35 °C, fluxo de 1,0 mL-min”
!¢ volume de injecdo de 20 uL. As curvas de calibracio foram obtidas partindo de uma
solug@o padrao de tiametoxam (1000 mg-L’l) com concentragdes variando entre 0 e 100,00

mg-L’l.
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3.2.3 Preparacio do estudo cinético “in vitro” de tiametoxam

O estudo de liberacdo “in vitro” de tiametoxam foi realizado a partir de uma solucao
de tampao fosfato, com pH = 6,0. Esta solucdo foi preparada misturando-se 500 mL de
KH,PO, 0,2 mol-'L" e 57 mL de hidréxido de sédio NaOH 0,2 mol-L"'. Completou-se o
volume dessa solucdo a 2,0 L com dgua. O pH desta solugdo teve seu valor de pH ajustado
utilizando solugdo 0,14 mol-L! de HNO; ou solugdo 0,1 mol-L.!' de NaOH. O monitoramento
do pH (para garantir que o valor de pH pré-estabelecido fosse respeitado) e agitacdo dessa
solucdo foi mantido constante durante todo o estudo. Os valores de pH foram medidos
utilizando um pHmetro da QUIMIS® modelo Q400AS.

A liberagdo de tiametoxam presente nas microesferas sintetizadas e no Actara® 250
WG foi determinada realizando-se 3 tratamentos diferentes: T1 — microesferas controle; T2 —
microesferas com tiametoxam e T3 — Actara® 250 WG. Para a realizacdo deste experimento,
nos tratamentos 1 e 2 foram utilizadas 0,05 g de microesferas, enquanto que no tratamento 3,
utilizou-se 0,01 g de Actara® 250 WG. Estas massas, foram adicionadas a frascos
Erlenmeyers de 250 mL de acordo com o seu respectivo tratamento com 100 mL da solugdo
tampao fosfato preparada. Em intervalos de tempos pré-determinados (Oh, 0,25h, 0,50h,
0,75h, 1h, 2h, 5h, 8h, 9h, 10h, 11h, 12h, 24h e 48h), aliquotas de 1,0 mL eram retiradas de
cada um dos tratamentos, filtradas em microfiltros de seringa (0,45 um), estocadas em tubos
tipo Falcon e armazenadas em geladeira para posterior andlise. O volume restante de tampao
nos Erlenmeyers foi descartado. Este experimento foi realizado em triplicata em uma
incubadora SHAKER refrigerada SL-223 da marca SOLAB a 110 rpm a 25 °C por 48 h. A
quantidade de tiametoxam liberada foi determinada por HPLC com auxilio de curva analitica,

seguindo a metodologia descrita no item 3.2.2.

3.2.4 Preparacio do teste de lixiviacao

A lixiviagdo pode ser entendida como um processo de separacdo no qual os
constituintes de um material s6lido (soluto) sao liberados para o meio em que estao inseridos
quando em contato com o fluxo de algum liquido (solvente) (CAMARA et al., 2012). A
amostra de solo utilizada neste teste, foi coletada em Rio Paranaiba, Minas Gerais (Latitude: -
19.1942, Longitude: -46.2437. Suas caracteristicas fisico e quimicas sdo apresentadas na

Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico e quimicas do solo usado no teste de lixivia¢do e bioensaio.

Solo
pH em 4gua 6,05
Solo kg-kg
Areia grossa 0,035
Areia fina 0,054
Silte 0,131
Argila 0,781
Solo g-em”™
Densidade 1,12
Solo m’-m’
Porosidade total 0,49
Solo mg-dm'3
P 0,8
K 45
Solo cmolc-dm'3
Ca™ 1,51
Mg** 0,55
A" 0,00
H + Al 3,1
SB 2,18
t 2,18
T 5,28
Solo %
\" 41,3
m 0,0
C. Organico 1,9
MO 3,29
Solo mg-L"
P-Rem 6,0
Legenda:
SB = Soma das Bases Trocaveis V = Indice de Saturacio por Bases
t = Capacidade de Troca Cationica Efetiva m = Indice de Saturacio por Aluminio
T = Capacidade de Troca Catidnica a pH = 7,0 MO = Matéria Organica

De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos, por apresentar tais
caracteristicas, este € muito argiloso e pode ser classificado como um latossolo vermelho
distrofico (SANTOS et al., 2018).

O presente teste foi adaptado do método descrito por ABAT et al., (2015). Nele,
seringas (colunas) de 60 mL, didmetro 31 mm e altura de 17,5 cm, foram primeiramente

preenchidas com 1a de vidro em sua base, de modo que a solucdo filtrada saisse limpa. Em
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seguida, foram adicionados 50 cm’ de solo o qual foi previamente homogeneizado, peneirado
(< 2 mm) e seco. O valor de solo adicionado em cada coluna foi determinado por meio do
calculo da porosidade do solo descrito por TEIXEIRA e colaboradores (2017). Para
sedimentar as amostras de solo nas colunas, adicionou-se 25 mL de dgua, o qual foi sugado
por uma seringa. Este volume de dgua adicionado, corresponde ao volume de poros de solo,
também descrito por TEIXEIRA e colaboradores (2017). Posteriormente, foi feita uma
perfuracdo de cerca de 5 cm no centro do sistema, local no qual foram adicionadas as
microesferas. Por fim, novamente adicionou-se 1a de vidro para fechar o sistema.

Para esse experimento foram realizados 4 tratamentos diferentes: T1 — microesferas
controle, T2 — microesferas com tiametoxam, T3 — Actara® 250 WG e T4 — branco. Nos
tratamentos 1 e 2 foram adicionadas 1 g de microesfera em cada, ja no tratamento 3, foram
adicionadas 0,010 g de Actara® 250 WG. Todos eles foram realizados em quintuplicata. A
duracdo do teste de lixiviagdo foi de 30 dias. Nos dias 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30, um volume de
25 mL de dgua (volume de poros) foi aplicado em cada uma das amostras. Na ponta de cada
coluna, havia uma mangueira de latex de borracha com 25 cm de comprimento, a qual estava
conectada a uma seringa de 60 mL. Esta, foi utilizada para succionar o volume de 4gua
adicionado. Os volumes de dgua coletados em cada uma das amostras foram adicionados em
tubos tipo Falcon. Estes foram pesados e armazenados em geladeira para posterior andlise. A
quantidade de tiametoxam lixiviada foi determinada por HPLC com auxilio de curva analitica,
seguindo a metodologia descrita no item 3.2.2. No Apéndice C, nas Figuras Cl e C2 sdo

apresentadas fotos do sistema completo utilizado para a realizacao do teste de lixiviagao.

3.2.5 Obtencao dos insetos

Insetos dpteros de B. brassicae foram coletados em plantios orginicos de couve
(Brassica oleracea L.) e repolho (B. oleracea L. var. capitata) (Brassicaceae) no municipio de
Rio Paranaiba, MG (Latitude: -19.1942, Longitude: -46.2437). As coletas foram realizadas
para manter uma criacdo em folhas de repolho. Na coleta, as folhas destas plantas foram
retiradas com pulgdo e acondicionadas em sacos plésticos até o local de criacdo. Os pulgdes
foram criados em plantas de repolho em gaiolas de 50 x 50 x 50 cm cobertas com tela
antiafideo. Para tanto acompanhou-se a reproducdo de forma a selecionar ninfas de primeiro
instar.
3.2.6 Bioensaio

O bioensaio foi conduzido em condi¢Oes de temperatura ambiente (23-26 °C), auséncia

de precipitacdo e fotoperiodo de 12 h. Mudas de repolho hibrido Atlanta, foram semeadas em
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bandejas de isopor de 128 células em substrato plantmax. Quando as mudas estavam com trés
folhas definitivas (20 dias apds a semeadura) foram transplantadas para potes plasticos
brancos de 250 mL. Cinco dias apds o plantio aplicaram-se os tratamentos via solo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualisado com quatro tratamentos e seis
repeticoes. Os tratamentos foram microesfera sem tiametoxam, controle (sem microesfera e
sem inseticida), microesfera com inseticida tiametoxam (4330 g-ha' e tiametoxam comercial
Actara® 250 WG (granulos dispersos em dgua; 200 g-ha™). Cada planta foi considerada uma
unidade experimental.

ApOs a aplicacdo dos tratamentos, adicionou-se 50 ninfas de pulgdes de primeiro instar
em cada unidade experimental logo apds a aplicacdo, aos 7 e aos 14 dias. As avaliacdes do
numero de pulgdes mortos foram realizadas 24 h ap6s a liberacdo dos pulgdes nas folhas de
repolho. Os pulgdes foram considerados mortos quando ao toque com um pincel eles ndo se
moviam. As mortalidades foram corrigidas com a mortalidade do controle seguindo a férmula
de Abott (1925).

Os dados obtidos no bioensaio foram submetidos aos pressupostos da andlise de
variancia e por fim foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software SPEED

Stat 2.4 (DE CARVALHO et al., 2020).

3.3 Caracterizacio dos materiais
3.3.1 Difracao de raios X no pé (DRXP)

Para as andlises de DRXP, as amostras foram previamente maceradas em um almofariz
de dgata para a obtencdo de particulas de tamanho uniforme. Com vistas a comparacdo de
resultados, em todas as analises de DRXP, uma amostra de 0,5 g foi colocada na forma de po
em um porta amostras de aluminio. Estas foram analisadas e registradas em um equipamento
Shimadzu XRD-6000, que utiliza cdtodo de cobre e um monocromador de cristal de grafite
para selecionar a regido de emissdo do Cu-ka;, com comprimento de onda de 1,5406 A. O
potencial da fonte foi de 30 kV e a corrente de 30 mA. A velocidade de varredura foi feita

com um passo de 0,02° a cada segundo. A faixa de varredura (20) foi de 4 a 70°.

3.3.2 Espectroscopia de absorcio molecular na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR-ATR)
As andlises de FTIR-ATR foram realizadas em um aparelho Jasco 4100 usando-se

acessorio de refletancia total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos com 256
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varreduras, com resolucio de 4 cm™ em uma faixa de comprimento de onda de 4000 a 400
-1

cm’ .
3.3.3 Analise termogravimétrica e termogravimetria derivada (TGA-DTG)

As andlises TGA-DTG foram realizadas em um equipamento TGA Q500, TA
Instruments, USA. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C-min”' com fluxo de O, 50
cm’min”, a faixa de aquecimento foi da temperatura ambiente até 1000 °C. A quantidade de

amostra utilizada variou de 2 a 4 mg de acordo com a massa da microesfera utilizada.

3.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)
As imagens de MEV foram realizadas utilizando-se um microscopio Carl Zeiss, modelo
EVO 50. As amostras foram suportadas em porta amostra por dispersdo sobre fita adesiva

dupla face condutora.

3.4 Forma de analise dos resultados

A caracterizacdo estrutural dos materiais foi primeiramente realizada pela técnica
analitica DRXP, a qual é ndo destrutiva e amplamente utilizada na caracterizacdo qualitativa
de materiais cristalinos a partir de um p6 sélido. As principais informagdes obtidas por meio
desta técnica sdo: estrutura, orientacdo do cristal, fase, bem como outros parametros
estruturais, tais como defeitos e deformagcdo (BUNACIU; UDRISTIOIU; ABOUL-ENEIN,
2015). Portanto, a DRXP foi utilizada para tentar obter a “impressdo digital” dos materiais
utilizados.

Esta técnica permite a identificagdo de formacdo de composto lamelar por meio da
presenca de picos basais (00l), os quais sdo identificados pelo empilhamento das lamelas. A
lamelaridade das microesferas sintetizadas pode ser obtida por comparacdo dos valores das
distancias interlamelares (dyy;) obtidas para cada um dos picos. Essa distincia pode ser
calculada por meio da equacdo de Bragg (BUNACIU; UDRISTIOIU; ABOUL-ENEIN,
2015):

g = ni
Rkl = 9 send

Onde:

n = ordem da difracao (nimero inteiro);

A = comprimento de onda de raios X (1,5406 A- lampada de cobre);
dniy = espagamento basal para o pico (hkl);

0 = valor do pico obtido no difratograma.
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Outra técnica de caracterizacdo utilizada foi a FTIR-ATR. Esta técnica qualitativa é
usada para caracterizar e identificar a presenca de espécies organicas nas amostras. Ainda por
meio desta técnica, pode-se obter informacdes sobre possiveis interacdes existentes entre as
espécies organicas e inorganicas nos materiais hibridos sintetizados.

Com objetivo de determinar a quantidade de dgua e a estabilidade térmica dos
materiais sintetizados, utilizou-se a TGA. Esta técnica fornece como resposta termogramas
que mostram curvas de ganho ou perda de massa (%) em funcdo da temperatura (°C). A DTG
¢ utilizada para verificar a presenca de eventos de desidratagdo/oxidagdo. A resposta obtida é
uma curva da primeira derivada da massa em funcao da temperatura.

A morfologia das microesferas sintetizadas foi estudada por meio da andlise de MEV.

Para avaliar se os materiais sintetizados apresentavam perfil de liberacdo sustentada,
realizou-se um estudo de liberagdo “in vitro” de tiametoxam. A quantidade de pesticida
liberado em soluc@o em funcdo do tempo, foi determinada através de HPLC cujo método esta
descrito em 3.2.2. Por meio dos valores de drea, obtidos ap6s o tempo final de contato (48h),
construiu-se um grafico de liberagdo relacionando a quantidade de pesticida liberado (%) na
solucdo em funcao do tempo (h).

Com vistas a avaliar o processo de separacdo dos materiais sintetizados, realizou-se
um teste de lixivia¢do, onde objetiva-se entender o processo de liberacdo de tiametoxam no

solo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor entendimento dos resultados obtidos, a apresentacdo desses serd dividida
em quatro partes, como descrito a seguir:
I — Caracterizacdao das microesferas, com apresentagdo dos resultados de DRXP, FTIR-ATR,
TGA-DTG e MEV;
IT — Estudo de liberagao “in vitro”;
III — Teste de lixiviagdo;

IV — Bioensaio utilizando mudas de repolho.

4.1 Caracterizacoes das microesferas

Na Figura 9, sdo apresentado os DRXP do alginato de sédio, bentonita sédica, Actara®
250 WG, microesferas controle e microesferas com tiametoxam. O difratograma do
biopolimero utilizado (Figura 9(a)), evidencia que este possui morfologia de material amorfo

uma vez que apresenta alargamento de picos de difracdo e alta linha de base. Na literatura, é
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possivel encontrar diversos trabalhos que relatam a presenga de seus trés principais picos
caracteristicos em 260 = 14°, 21° e 38° (HUA et al., 2010; KUILA; RAY, 2014; LI et al.,
2013; YANG; MA; GUO, 2012).

Na Figura 9(b), é apresentado o difratograma da bentonita sddica, a qual foi utilizada na
sintese das microesferas. Os picos caracteristicos da montmorilonita sdo observados em 26 =
6,2° (dpor) € 260 = 19,9° (dpz). Estes apresentaram distancias interplanares iguais a 14,3 Ae
4,53 A, respectivamente, resultados estes coincidentes com os obtidos na literatura (YANG et
al., 2010; ZHIRONG; AZHAR UDDIN; ZHANXUE, 2011). O pico observado em 26 = 62,2°
(dpep), corresponde a estrutura dioctaédrica da bentonita sédica (YANG et al., 2010). Os
demais picos presentes no difratograma podem estar relacionados a presenca de impurezas no
material provavelmente quartzo e feldspato.

O padrao de tiametoxam utilizado na sintese das microesferas, ndo foi submetido a
andlise de DRXP devido a sua ndo disponibilidade e alto custo.

O difratograma do Actara® 250 WG (Figura 9(c)), evidencia caracteristicas de material
semicristalino. Este, ndo apresenta estrutura atOmica totalmente organizada, seus picos
possuem baixa intensidade e possui uma alta linha de base.

Por fim, na Figura 9(d) e (e), s@o apresentados os difratogramas das microesferas
sintetizadas. Como € possivel observar, a intensidade dos picos de difracdo diminui
significativamente devido ao efeito da dilui¢do causado pela matriz polimérica utilizada na
sintese (alginato). Sendo assim, ndo foi possivel identificar os picos de difracdo, associa-los

aos materiais precursores € nem calcular as distincias interplanares.
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Figura 9 — Difratogramas do biopolimero alginato de sédio (a), bentonita sédica (b), Actara® 250 WG (c),
microesferas controle (d) e microesferas com tiametoxam (e).

Os espectros FTIR-ATR do alginato de sédio, bentonita sddica, padrdo de tiametoxam,
Actara® 250 WG, microesferas controle e microesferas com tiametoxam sdo apresentados na
Figura 10. Para o alginato de sodio, Figura 10(a), a banda observada em 1020 cm estd
relacionada a vibracdo de alongamento dos grupos C—O—C. J4 as bandas presentes em 1600 e
1420 cm’ sdo atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico do COO™ dos grupos
carboxilatos presentes na estrutura do alginato. Por fim, a banda observada em 3380 cm’'
corresponde ao modo vibracional da ligacdo O—H (IONITA; PANDELE; IOVU, 2013;
RIBEIRO; BARRIAS; BARBOSA, 2004).

O espectro de FTIR-ATR da bentonita sédica mostrado na Figura 10(b), evidenciou a
presenca de bandas correspondentes as vibragdes de estiramento O—H na regido de 3620 cm™,

A banda presente na regido de 1100 cm™ é atribuida ao estiramento assimétrico Si—O das
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folhas tetraédricas e octaédricas. Em 905 cm™, corresponde as vibracdes de deformacio das
ligagdes Al-Al-OH. Também é possivel observar a presenca de bandas em 790 e 450 cm™ e
por fim em 515 cm™ as quais estdo associadas respectivamente, as vibracdes das ligacdes
Si—0-Si e Si—O—Al (KUMAR; LINGFA, 2020; MACHADO et al., 2018; SANTOS et al.,
2002).

Na Figura 10(c) e (d), sdo mostrados os espectros do padrdo de tiametoxam e Actara®
250 WG, respectivamente. Ambos apresentaram as mesmas bandas, o que € justificado pelo
fato de o ingrediente ativo do Actara® 250 WG ser o tiametoxam. As bandas observadas em
1595 cm™ sdo referentes 4 deformacio axial de C=C. J4 as bandas presentes nas regides 1520
e 1260 cm™, sdo atribuidas 2 vibracdo de deformacdo assimétrica e simétrica de NO,. A
deformacao axial assimétrica de C—O—C pode ser observada na banda presente na regido de
1150 cm™. Em 774 cm™ nota-se a vibragio de deformagio axial do haleto de alquila (C—Cl).
Por fim, a banda observada na regiio de 692 cm™ refere-se 2 vibracio de deformacdo axial de
C—S (HUANG et al., 2020; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Na Figura 10(e) e (f), sdo apresentados os espectros de FTIR-ATR das microesferas
sintetizadas a partir dos materiais precursores.

As bandas presentes na regido de 3380 cm” em ambos espectros, correspondem ao
modo vibracional da ligacio O—H, bem como as bandas observadas na regido de 1625 cm™,
as quais sdo atribuidas ao estiramento simétrico e assimétrico do COO dos grupos
carboxilatos presente na estrutura do alginato.

Ainda analisando os espectros das microesferas sintetizadas (Figura 10(e) e (f)), nota-se
a presenca de bandas na regido de 3620 cm’, correspondentes as vibragdes de estiramento
O-H. As bandas presentes nas regides 794 e 451 cm™ e por fim a banda notada em 520 cm’',
referem-se as vibracdes das ligagdes S1—O—S1 e Si—O—Al, respectivamente. As quais, estao
presentes na estrutura da bentonita s6dica. O nio aparecimento de bandas referentes ao
tiametoxam na microesfera sintetizada, possivelmente € devido a sua baixa concentracdo nas

microesferas, tornando sua identificacdo no espectro comprometida.
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Figura 10 — Espectros de infravermelho do alginato de sddio (a), bentonita sédica (b), padrao de

tiametoxam (c), Actara® 250 WG (d), microesferas controle (e) e microesferas com tiametoxam (f)
Na Figura 11, sdo apresentadas as curvas de TGA-DTG das microesferas sintetizadas.
Em ambas, € possivel perceber a presenca de vérios eventos, dentre os quais destacam-se trés
eventos principais. O primeiro deles, ocorreu a partir da temperatura ambiente (25 °C) até 200
°C onde houve perda de dgua de hidratacdo e intercalacdo. Ao término desta etapa, a massa
das microesferas controle reduziu 16%, enquanto a massa das microesferas com tiametoxam
12%. O segundo evento principal observado, ocorreu entre 200 °C—550 °C com a
desidroxilagdo das lamelas da bentonita e formagdo de O6xi-hidroxidos mistos, além da
decomposi¢do térmica do composto organico. A terceira e ultima etapa, ocorreu entre 550
°C—1000 °C com a formacao de 6xidos. Nesta etapa de decomposi¢ado térmica, os residuos em
porcentagem de massa das microesferas controle e das microesferas com tiametoxam, foram

51,9 e 61,6%, respectivamente.
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Figura 11 — Curvas de andlise termogravimétrica e termogravimetria diferencial para as microesferas: (a)

controle e (b) com tiametoxam.

As morfologias do alginato de sddio, bentonita sédica, microesfera controle e
microesfera com tiametoxam foram analisadas por MEV (Figura 12). As imagens de MEV
obtidas para o alginato de sédio e bentonita sddica, apresentaram particulas agregadas nio-

cristalinas (Figura 12(a) e (b)). Especificamente para o alginato de sédio (Figura 12a), a

Deriv. Massa (%/°C)

Deriv. Massa (%/°C)
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imagem apresentada corrobora com a morfologia obtida no estudo publicado por CASTRO et

al., (2020), em que os autores destacaram a estrutura nao cristalina desse material precursor.

A imagem da morfologia ndo-cristalina da bentonita sédica (Figura 12(b)), foi similarmente

apresentada no trabalho publicado por GOODARZI; NAJAFI FATEH; SHEKARY, (2016).

As imagens de MEV da microesfera controle e da microesfera com tiametoxam apresentadas

nas Figuras 12(c) e (e), respectivamente mostraram esferas com diametro de

aproximadamente 2000 um. E possivel visualizar nas microesferas sintetizadas Figura 12(d) e

(f), a presenca do alginato de sddio e bentonita sédica (indicado por flechas). Vale ressaltar

que nao foi possivel visualizar o tiametoxam na Figura 12(f), devido a sua total solubilizacao

durante o processo de sintese da microesfera. As imagens das microesferas, Figura 12(c) e (e)

indicam uma possivel protecao fisica obtida por meio da matriz polimérica do alginato, o que

pode produzir uma barreira para a difusao de 4gua, diminuindo a liberacdo do produto de
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interesse. Esta barreira fisica promovida pelo alginato foi previamente demonstrada nas
imagens de MEV e comprovada por ensaios agrondmicos publicados por CASTRO et al.,
(2020a, 2020b). Os autores sintetizaram um novo fertilizante para o fornecimento de boro (B)
a partir da combinacido de alginato e hidréxidos duplos lamelares intercalados com borato. Na
pesquisa dos autores citados, foi possivel visualizar nas imagens de MEV a interacdo entre o
alginato e os HDLs. Adicionalmente, a liberacdo de B em solucio e a lixiviacao no solo foi
inferior para a microesfera em comparagdo as fontes comerciais disponiveis, caracterizando o

material sintetizado como uma nova fonte de liberacao lenta de B para o solo e plantas.

SEl 12kV WD12mm

SElI 12kV  WD11mm

Figura 12 — Imagens representativas obtidas por MEV para: (a) alginato de sédio; (b) bentonita sddica;
(c) e (d) microesfera controle; (e) e (f) microesfera com tiametoxam.
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4.2 Estudo de liberacao “in vitro”

Antes da realizacdo deste experimento, com o auxilio da curva padrao apresentada no
Apéndice B (Figura B1), determinou-se a quantidade de tiametoxam presente nas
microesferas. Para tal, utilizou-se a metodologia descrita na se¢do 3.2.2. A quantidade total de
tiametoxam contido em 1 g de microesfera foi de 1,50 pg.

A liberacio cumulativa de tiametoxam proveniente do Actara® 250 WG e das
microesferas com tiametoxam em solu¢do tampdo pH = 6,0 € apresentada na Figura 13. Este
valor de pH foi utilizando de forma a simular o mesmo pH do solo utilizado no bioensaio. Na
primeira coleta, a quantidade total de tiametoxam liberada do Actara® 250 WG e das
microesferas com tiametoxam foi de 96,5 e 39,9%, respectivamente. Na coleta de 30 minutos,
a liberagcdo de tiametoxam advinda do Actara® 250 WG se manteve constante, enquanto a
liberagdo de tiametoxam proveniente das microesferas atingiu 47,9%. Apdés 5h de
experimento, 100% de tiametoxam do Actara® 250 WG foi liberado. Com relacdo 2 liberacio
de tiametoxam das microesferas, a maior quantidade liberada ocorreu com 48h de
experimento, onde se observou 66,6% de liberagdo do tiametoxam total. Sendo assim, até o
fim do experimento a liberacdo cumulativa de tiametoxam oriunda das microesferas ndo havia

alcancado o estado de equilibrio.
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Figura 13 — Liberacdo cumulativa de tiametoxam proveniente do Actara® 250 WG e das microesferas com
tiametoxam em solugdo tampdo pH = 6,0.
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4.3 Teste de lixiviacao

A lixiviagdo de tiametoxam por meio das microesferas sintetizadas e pelo Actara® 250
WG ¢ apresentada na Figura 14. A quantidade de tiametoxam lixiviado no Actara® 250 WG
foi significativamente maior em comparacdo as microesferas. Apos 1 dia de incubagdo entre o
inseticida e o solo, a liberacdo de tiametoxam foi de 5% para as microesferas e 10% para o
Actara®250 WG. Aos 5 dias de teste, a porcentagem de liberacdo de tiametoxam foi de 28% e
57%, para as microesferas e o Actara® 250 WG, respectivamente. De forma geral, observou-
se que a lixiviacdo de tiametoxam pelo Actara® 250 WG foi aproximadamente o dobro se
comparado as microesferas. No oitavo evento de lixiviacdo, apés 30 dias de incubacdo, a
lixiviacdo de tiametoxam no Actara® 250 WG foi de 100%, enquanto apenas 60% foi

lixiviado por meio das microesferas.
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Figura 14 — Lixiviacdo cumulativa de tiametoxam para microesferas com tiametoxam e Actara® 250 WG.

Acredita-se que a lixiviaco total de tiametoxam obtida com a aplicacdo do Actara® 250
WG, ocorreu porque o tiametoxam é um composto muito solivel, polar e que apresenta baixo
coeficiente de particdo entre octanol e dgua (Kow 0,74 em pH = 7). Desta forma, o produto
possui baixa sor¢do em solos, e apresenta maior mobilidade potencial, j4 que apresenta baixa
afinidade com a matéria organica do solo (CASTRO, 2005). O perfil de lixiviagdo de
tiametoxam nas microesferas resultou na reducdo significativa de tiametoxam no lixiviado
comparado ao Actara® 250 WG, apresentando um padrdao de liberacdo lenta e sustentada

presente nas microesferas. Este baixo potencial de lixiviagdo observado € interessante para
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auxiliar no controle da populacdo de B. brassicae devido a acdo prolongada do tiametoxam
(HUANG et al., 2020; MOHAMED et al., 2015).

Estudos prévios de solubiliza¢do e lixiviacdo de boro contidos em microesferas de
alginato e em fertilizantes comerciais de alta e baixa solubilidade no solo foram apresentados
por CASTRO et al., (2020a, 2020b). Os autores observaram baixa solubilizacdo em 4gua e
menor lixiviacdo de boro pelas microesferas em comparagdo aos fertilizantes comerciais, €
atribuiram os resultados a prote¢do fisica produzida pelo polimero alginato e também a menor
taxa de difusdo de dgua nas microesferas (CASTRO et al., 2020a, 2020b). Desta forma,
similarmente ao apresentado pelos autores ao estudar a liberacdo de nutrientes, acredita-se que
as microesferas de alginato contendo tiametoxam € uma forma vidvel e promissora de liberar
o inseticida de forma sustentdvel no solo, possibilitando maior controle de B. brassicae.

Os resultados obtidos no estudo de liberagdo “in vitro” e no teste de lixiviagdo sugerem
que o material sintetizado apresenta menor liberacdo e lixivia¢do. Isto pode favorecer sua
retencdo no solo e diminuir a contaminag¢do dos lencdis fredticos tendo em vista que o
tiametoxam € um composto muito toxico para os organismos aquaticos. Dessa forma, seus

danos ambientais podem ser minimizados.

4.4 Bioensaio utilizando mudas de repolho

Foram observadas diferencas significativas para a mortalidade (%) de Brevicoryne
brassicae no dia 0 (F = 3080; d.f = 3,20; P < 0,001), 7 (F = 119601; d.f = 3,20; P < 0,001) e
14 dias (F = 880; d.f = 3,20; P < 0,001) apds a aplicacdo dos tratamentos. A mortalidade do
pulgdo-da-couve foi observada nos tratamentos de microesferas com tiametoxam e Actara®
250 WG em todos os tempos avaliados. Esta mortalidade, foi acima do que é requerido pelo
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento).

B. brassicae, apresentou mortalidades de 90 e 100 % nos tratamentos com microesferas
com tiametoxam e Actara® 250 WG, respectivamente, no dia 0 apés a aplicacio (Figura 15).
Com a aplicacdo das microesferas sem tiametoxam e do controle, foi obtido as maiores
injurias de B. brassicae e também as mudas de repolho apresentaram clorose e
encarquilhamento foliar, respectivamente (Figura 16(a) e (b)). A partir de 7 dias apds a
aplicacdo, os tratamentos com microesferas com tiametoxam e Actara® 250 WG ocasionaram
a mesma eficiéncia de mortalidade do pulgdo-da-couve, ou seja, menores injurias de B.
brassicae em mudas de repolho (Figuras 15 e 16(c) e (d)). No Apéndice D, Figuras D1 e D2

sdo apresentadas mais fotos do bioensaio realizado.
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Figura 15 — Mortalidade (%) de Brevicoryne brassicae por tratamentos com e sem o ingrediente ativo (i.a.)
tiametoxam associado ou ndo a microesferas aos 0 (no dia da aplicacdo), 7 e 14 dias apés a aplicagdo.
Avaliacdes foram realizadas 24 h ap6s a liberag¢@o dos insetos. Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a p<0,05 para cada data de avaliagdo.

A alta mortalidade de B. brassicae observada no dia 0 apds a aplicacdo do inseticida
Actara® 250 WG pode ter ocorrido devido a liberacio imediata de tiametoxam (HUANG et
al., 2020). Assim, este inseticida do grupo neonicotindide devido a alta solubilidade, resulta
em rapida absor¢@o pela cultura ficando assim mais disponivel para os insetos (MOHAMED
et al., 2015). Este atua diretamente nos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs),
impede a sua degradacdo pela acetilcolinesterase (AchE) e gera uma excitacdo do sistema
nervoso do inseto, causando a sua morte (WANG et al., 2020).

O inseticida tiametoxam associado a microesfera apresentou potencial para reduzir a
populacdo de B. brassicae devido a sua propriedade de liberac@o sustentada. Observou-se que
foi liberada uma menor concentracio de tiametoxam. E importante ressaltar que essa
concentracdo liberada foi lenta o suficiente para evitar perdas no meio, por exemplo,
lixiviacdo e volatilizagcdo. Entretanto, foi rdpida o suficiente para a planta absorvé-lo matando
a praga consequentemente. Isto indica que as microesferas incorporadas com tiametoxam
apresentam equivaléncia ao inseticida comercial no controle de B. brassicae a partir de 7 dias

apos a aplicacdo, devido a acdo prolongada do ingrediente ativo em concentracdes letais ao

inseto. (HUANG et al., 2020; MOHAMED et al., 2015).
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Microesferas sem Tiametoxam Controle

Microesferas com Tiametoxam Actara® 250 WG

Figura 16 — Injurias de B. brassicae em mudas de repolho nos tratamentos: (a) microesfera sem inseticida;
(b) testemunha; (¢) microesfera com tiametoxam e (d) Actara® 250 WG.

5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que método de sintese utilizado para a
formacdo das microesferas incorporadas com tiametoxam foi eficiente.

Nos difratogramas e nos espectros de infravermelho ndo foi possivel identificar com
clareza a presenca do tiametoxam presente nas microesferas.

Os termogramas obtidos evidenciaram a presencga de trés eventos principais, dos quais
destaca-se a desidroxilacdo das lamelas com formacdo de Oxi-hidroxidos mistos e
decomposicdo térmica do composto organico a qual ocorreu com temperaturas acima de 200
°C.

Por meio das imagens de MEV, foi possivel analisar a morfologia dos materiais
precursores e das microesferas sintetizadas. Nestas ultimas, foi possivel visualizar a presenca
do alginato de s6dio e bentonita sédica revestindo as microesferas, as quais apresentaram
diametro de aproximadamente 2000 um.

O estudo de liberacdo “in vitro” mostrou que a taxa de liberacdo acumulada de
tiametoxam foi maior no Actara® 250 WG que nas microesferas sintetizadas. Vale ressaltar,
que nos primeiros 15 min de estudo, 100% do tiametoxam presente no inseticida havia sido
liberado.

O teste de lixiviacdo realizado mostrou que o perfil de lixiviagdo de tiametoxam
presente nas microesferas comparado ao Actara® 250 WG foi significativamente menor,

evidenciando que as microesferas apresentam um padrdo de liberacio lenta e sustentada.
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No bioensaio, a mortalidade de B. brassicae observada nas microesferas ficou acima do
que € requerido pelo MAPA, sugerindo assim que o material sintetizado possui equivaléncia
ao inseticida comercial para o controle do pulgdo-da-couve.

Desta forma, concluiu-se que as microesferas sintetizadas apresentaram resultados
satisfatorios sugerindo que estas podem ser uma alternativa interessante para serem utilizadas

na agricultura.

6. PERSPECTIVAS

Este trabalho permitiu o conhecimento de uma nova alternativa de controle quimico a
ser utilizada no controle do pulgdo-da-couve, Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera:
Aphididae). Entretanto, ainda sdo necessarios estudos adicionais para se avaliar a real eficacia
do material sintetizado, como por exemplo, a realizacdo de andlises de toxicidade deste

material para o solo e seu comportamento em cultivos sucessivos.
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Apéndice A — Microesferas Sintetizadas

Figura A1 - Imagens fotograficas das microesferas controle sintetizadas: (a) ap6s a sintese; (b) apés 24h
em estufa de secagem.

Figura A2 — Imagens fotograficas das microesferas com tiametoxam sintetizadas: (a) apés a sintese; (b)
apods 24h em estufa de secagem.
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Apéndice B — Curva Padrao
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Figura B1 — Curva analitica padrdo para determinago de tiametoxam.
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Apéndice C - Sistema de Lixiviacao

BRI

Figura C1 — Sistema utilizado para a realizagdo do teste de lixiviacdo.

b =

Figura C3 — Sistema completo utilizado para a realizagdo do teste de lixiviagao.
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Apéndice D — Bioensaio

- g 2 . . o 3

Figura D2 — Imagem do bioensaio realizado com mudas de repolho infestadaé pelo pulgdo-da-couve.

a

Microesferas sem Tiametoxam

Figura D4 — Injudrias de B. brassicae em mudas de repolho nos tratamentos: (a) microesfera sem
inseticida; (b) controle; (c) microesfera com tiametoxam e (d) Actara® 250 WG.
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