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RESUMO

BESSA, Lorena Alves de Melo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa — Campus de
Rio Paranaiba, margco de 2022. Membranas poliméricas contendo hectorita
sintética e fungicidas para o revestimento de bulbilhos de alho: nanocompadsitos
para o controle da Podridao Branca. Orientador: Jairo Tronto. Coorientador:
Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Os materiais hibridos orgéanico-inorganicos possuem uma gama de aplicagées em
diversos setores da industria, apresentando propriedades orgéanicas e inorganicas em
um mesmo composto. A aplicacdo desses materiais na agricultura traz alternativas
para a liberagcdo controlada de nutrientes no solo, revestimento de sementes,
transporte de herbicidas e o tratamento de doencas de plantas. Dessa forma, o
presente estudo procurou investigar o uso de fungicidas incorporados as membranas
poliméricas no pré-tratamento de bulbilhos de alho expostos ao patégeno Stromatinia
cepivora, causador da Podriddo Branca. Os revestimentos poliméricos foram
selecionados por teste de germinacéo, a partir do indice de brotagdo de bulbilhos. As
membranas poliméricas que apresentaram melhores resultados foram selecionadas
para o teste de inibicdo de crescimento micelial, realizado em incubadora a 17 °C e
fotoperiodo de 12 h. Os revestimentos foram avaliados quanto a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (ICM) , sendo selecionados 0s que apresentaram
maiores indices de inibicdo. Por fim, as membranas poliméricas escolhidas, foram
utilizadas em bioensaios conduzidos em incubadora a 17 °C. Os bulbilhos revestidos
foram plantados em amostras de solo contendo trés diferentes densidades de
Stromatinia cepivora: 0,1 g; 1,0 g e 10 g de esclerddio/L de solo. As membranas
contendo CMC a 2% e Laponita® a 2% incorporadas ao fungicida tebuconazol (3,6
mg/L) e a combinacao dos ativos tebuconazol (36 mg/L) e triadimenol (62 mg/L)
apresentaram indice total de brotacado e indices nulos de incidéncia de sintomas e
mortalidade em suas repeticoes. As membranas poliméricas foram caracterizadas por
meio de diversas técnicas, dentre elas: DRXP, FTIR-ATR, TGA-DSC-MS,
Espectroscopia Raman e Microscopia de luz. A partir da caracterizacao foi possivel
confirmar a presenca dos fungicidas incorporados as membranas poliméricas.
Algumas concentragbes de fungicidas utilizadas foram baixas o suficiente para nao
serem detectadas em todas as analises realizadas. Isso permite afirmar, que mesmo

a baixas concentracdes, os fungicidas incorporados as membranas poliméricas



garantiram carater protetivo aos bulbilhos em relagdo ao fungo S. cepivora presente
no solo, sendo uma possibilidade de pré-tratamento antifungico com redugéo potencial
da concentragao utilizada.

Palavras-chave: Materiais organico-inorganicos. Fungicidas. Podridao Branca.



ABSTRACT

BESSA, Lorena Alves de Melo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa — Campus de
Rio Paranaiba, March, 2022. Polymeric membranes containing synthetic hectorite
and fungicides for coating garlic cloves: nanocomposites for the control of white
rot. Advisor: Jairo Tronto. Co-advisor: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti.

Organic-inorganic hybrid materials have a range of applications in several areas of
industry, considering the presence of organic and inorganic properties in the same
compound. Their application in agriculture brings alternatives for the controlled release
of nutrients in the soil, seed coating, and the transport of herbicides and treatment of
plant diseases. Thus, the aim of the present study was to investigate the use of
fungicides incorporated into polymeric membranes in the pre-treatment of garlic bulbils
exposed to the pathogen Stromatinia cepivora, which causes White Rot. The polymeric
coatings were selected by germination test, based on the bulbil sprouting index. The
polymeric membranes that presented the best results were selected for the mycelial
growth inhibition test, carried out in an incubator at 17 °C and photoperiod of 12 h. The
coatings were evaluated in terms of the percentage of inhibition of mycelial growth
(ICM), and those with the highest inhibition rates were selected. Finally, the chosen
polymeric membranes were used in bioassays conducted in an incubator at 17 °C. The
coated bulbils were planted in soil samples containing three different densities of
Stromatinia cepivora: 0.1 g; 1.0 g and 10 g of sclerotium/L of soil. Membranes
containing 2% CMC and 2% Laponita® incorporated into the fungicide tebuconazole
(3.6 mg/L) and the combination of the actives tebuconazole (36 mg/L) and triadimenol
(62 mg/L) showed a total rate of sprouting. and null indices of incidence of symptoms
and mortality in its repetitions. The polymeric membranes were characterized by
means of several techniques, among them: DRXP, FTIR-ATR, TGA-DSC-MS, Raman
Spectroscopy and Light Microscopy. From the characterization it was possible to
confirm the presence of the fungicides incorporated into the polymeric membranes.
Some concentrations of fungicides used were low enough not to be detected in all
analyzes performed. This allows us to state that, even at low concentrations, the
fungicides incorporated into the polymeric membranes guaranteed a protective
character to the bulbils in relation to the fungus S. cepivora present in the soil, being a
possibility of antifungal pre-treatment with a potential reduction of the concentration

used.



Keywords: Organic-inorganic materials. Fungicides. White Rot.
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1. INTRODUCAO

Os materiais hibridos, por definicdo, consistem em uma gama de materiais
formados pela mistura de compostos distintos em escala molecular, sendo
comumente, um composto inorganico e um de natureza organica (KICKELBICK,
2007). Seguindo esta premissa, estes materiais podem ser preparados por uma
infinidade de combinagées de compostos (JOSE; PRADO, 2005).

Embora sejam de carater inovador, a origem dos materiais hibridos € bem
remota. Ha evidéncias de tintas hibridas em pinturas pré-histéricas desde 13.000 a.C.,
em que diferentes argilas e 6xido de ferro eram misturados a compostos organicos
para producao das cores nos afrescos (FAUSTINI et al., 2018).

Atualmente, estudos buscam desenvolver novos materiais, aliando a estrutura
sintetizada pela combinagcdo de compostos com propriedades que agreguem ao
material obtido aplicacbes inovadoras (SAVELENA et al., 2019; SANCHEZ et al.,
2011). Nesse contexto, muitos setores tém buscado estes materiais como alternativa
para otimizar seus processos produtivos, bem como para solucionar problemas
advindos destes processos (ALl et al., 2016).

A agricultura, um dos setores mais importantes para a economia do Brasil,
sofre anualmente inUmeras perdas devido a acao de insetos, patdbgenos e plantas
daninhas associadas a diversas culturas (CARDOSO et al.,, 2006). Além do
desenvolvimento de tecnologias que reduzam os prejuizos advindos de agentes
bidticos comumente presentes nas plantagdes, outros problemas como, por exemplo,
a utilizacado de volumes excessivos de agroquimicos utilizados na mitigacdo e
prevencao de pragas demandam solucgao.

Segundo Saikia et al. (2017), o uso de agentes quimicos intercalados a
nanocompdsitos para liberacdo controlada de substancias em cultivos diminui a
volatilizagdo, fotodegradagdo e possiveis danos ambientais causados pelo uso
excessivo de agroquimicos na agricultura, além de aumentar a produtividade das
culturas. Além disso, segundo Lima (2018), como os programas de melhoramento de
plantas resistentes a pragas e doencas apresentam grande complexidade, o
tratamento de sementes é uma possibilidade mais simples, rapida e com resultados
mais promissores.

Frente a isso, o Brasil, embora tradicional produtor mundial de alho (Allium
sativum L.), vem sofrendo dificuldades para suprir a demanda interna e alcancar a
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autossuficiéncia na producdo dessa hortalica (ANDRE, 2011). Entre os empecilhos,
0s precos competitivos e a qualidade oferecida pela importacdo tém prejudicado o
mercado interno de alho. A melhoria na qualidade dos bulbos produzidos, a redugao
nos custos de producédo e, principalmente, a mitigacdo de pragas e doencas
recorrentes nas hortalicas tém sido desafios complexos para o éxito no mercado de
alho (VILELA; HENZ, 2000; REIS; OLIVEIRA, 2013).

Dentre as doencas que acometem a cultura do alho, a podriddo branca,
causada pelo fungo Stromatinia cepivora (syn. Sclerotium cepivorum Berk.) é uma das
doencas que apresenta maior potencial destrutivo (MARCUZZO E LUIZ., 2017).
Segundo Utkhede (1982), lavouras acometidas pelo fungo tem perdas que variam
entre 5 a 50% do rendimento total da producao e em condicdes propicias a doenca as
perdas podem ser totais. No Brasil sdo relatadas perdas que variam de 2 a 100 %
dependendo da época de plantio, sendo os meses de margo, abril e maio, o ‘periodo’
do ano com maior incidéncia da doenga, devido a temperatura mais amena (PINTO et
al., 1998).

Segundo Reis e Oliveira (2013), atualmente ndo ha cultivares resistentes
geneticamente a podriddo branca. O controle por via quimica € oneroso e muitas
vezes nao apresenta resultados positivos. Além disso, para os cultivares de alho,
existem poucos registros de moléculas de fungicidas no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Assim, o0 manejo desta doenca deve ser realizado
com a adocao de medidas de prevencao.

A sintese de materiais hibridos organico-inorganicos para revestimento de
sementes tem sido largamente pesquisada para utilizagdo com carater profilatico no
manejo de pragas e doengas como também para complementacao nutricional do solo
e dos tecidos vegetais (LIMA, 2018).

Um exemplo de estudo envolvendo a utilizagcdo de membranas poliméricas é
a sintese para o revestimento de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.), a partir
de materiais hibridos orgéanico-inorganicos, incorporando &cido 1-naftalenoacético
(ANA), como promotor de crescimento, 0 que apresentou bons resultados nas
caracteristicas fisioldégicas da planta, melhorando seu desenvolvimento (CASTRO,
2020).

Outro exemplo tem sido a aplicacdo do uso de materiais hibridos organico-
inorganicos no revestimento de microtoletes de cana-de-agucar, com o objetivo de
reduzir o percentual de colmos utilizados no processo de plantio da cultura (GOMES,
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2021).

O presente trabalho buscou investigar a preparacdao de membranas hibridas
organico-inorganicas sintetizadas com a incorporagdo de fungicidas diversos em
diferentes concentragdes, para serem aplicados como membranas de revestimento
para sementes de alho (A. sativum), como proposta de tratamento em pré-germinacao
para o controle da podridao branca nesses cultivares.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A producao de alho no Brasil

O alho (Allium sativum L.) é uma das espécies de hortalicas mais cultivadas
da familia Alliaceae (FAO, 2005). Em 2018, a produgdo mundial de alho foi de 28,4
milnbes de toneladas, sendo a China responsavel por 78,4% deste total, com
producado de 22,3 milhdes de toneladas. O Brasil figurou como o 16° maior produtor
mundial de alho no mesmo ano (2018), com producgéo de 118,8 mil toneladas (FAO,
2020).

No entanto, embora no Brasil a cultura do alho possua grande importancia
socioeconbémica, ainda é necessaria a importacdo para suprir a demanda do mercado
interno (LOURENCO JUNIOR, 2017). Segundo o boletim agropecuario da Epagri
(2020), entre os anos de 2018 e 2020, o Brasil importou cerca de 55% do alho
consumido no pais. Em 2017, o Brasil produziu 125 mil toneladas de alho, o que
correspondeu a 45% do consumo da hortalica no mesmo ano. Sendo assim, 160 mil
toneladas — 55% do alho consumido no pais foi importado (RESENDE, 2018).

Goias, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas Gerais produzem cerca de
98% do alho no Brasil, sendo que nos dois ultimos estados a producao pode ser
bastante comprometida pela ocorréncia da doenga conhecida como podriddo branca
(CONAB, 2020).

2.2. A Podridao Branca

A podriddo branca, causada pelo fungo Stromatinia cepivora (Berk.) Whetzel
(syn. Sclerotium cepivorum Berk.), € uma doeng¢a muito destrutiva nas espécies da
familia Alliaceae, afetando principalmente as culturas de alho e cebola, mas que
também pode ocorrer em alho pord (Allium porrum), cebolinha comum (Allium
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schoenoprasum) e cebolinha francesa (Allium schoenoprasum) (PEREIRA,
OLIVEIRA; PINHEIRO; 2014). Esta doenca é cosmopolita e causa grandes perdas
nos locais infestados quando o patdégeno encontra condicbes favoraveis para sua
instalacao (REIS; OLIVEIRA, 2013; PEREIRA; OLIVEIRA, 2013). No Brasil, sua
incidéncia centraliza-se nas regides serranas do estado de Sao Paulo, nos estados de
Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (NUNES; KIMATI, 1997; DE
QUEIROZ et al., 2016).

Os sintomas da podridao branca sao inicialmente visiveis na parte aérea das
plantas, comprometendo o crescimento da mesma e causando o amarelecimento e a
senescéncia das folhas maiores. No estagio seguinte, é observada a morte da planta
e o0 apodrecimento dos bulbos produzidos (NUNES; KIMATI, 1997). Como o préprio
nome da doenca sugere, com a presenca de umidade, a parte do caule mais préxima
do solo é afetada, produzindo-se uma camada de micélio branco, de aspecto
cotonoso, conhecida como podriddo branca, que representa a parte vegetativa do
fungo (PEREIRA; OLIVEIRA, 2013).

Com o tempo, o crescimento micelial esbranquicado desenvolve estruturas de
resisténcia do fungo, conhecidas como esclerédios, que sédo esferas de coloragcédo
preta que juntamente com o micélio permitem o diagndstico assertivo da doenca
(NUNES; KIMATI, 1997; PEREIRA; OLIVEIRA, 2013). Os esclerédios servem de
reserva alimentar para condicdes extremas, o que possibilita a sobrevivéncia do fungo
no solo por um intervalo de tempo de aproximadamente 20 anos, mesmo sem
presenca de hospedeiro (COLEY-SMITH et al., 1990; COOKE, 2006).

Essas estruturas de resisténcia do fungo podem ficar em estado de dorméncia
no solo por grandes periodos. O processo de germinagao se inicia em forma de tufos
de micélios assim que ocorre a liberagdo de compostos volateis de plantas do género
Allium, como os sulféxidos alquilo e alilcisteina. Geralmente, a liberagdo destes
compostos ocorre no periodo de bulbificacdo e em presenca de solo umido com
temperatura variando entre 13°C e 18°C. Estas substancias sdo metabolizadas pela
microbiota do solo e produzem os compostos volateis di-n-propil dissulfureto (DPDS)
e dissulfeto de dialila (DADS), responsaveis pelo principio da germinacao dos
esclerédios (COLEY-SMITH; KING, 1969; COLEY-SMITH, 1987). O processo de
germinacao pode ocorrer a partir de qualquer ponto do esclerédio (CROWE, 1980;
NUNES; KIMATI, 1997).
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O micélio do S. cepivora se espalha pelas raizes e bulbos da planta, podendo
crescer cercade 1 a2 cm afim de alcangar raizes préximas. Assim, o fungo consegue
se disseminar rapidamente em uma linha de plantio, sendo transmitido de planta para
planta (WORDELL FILHO et al., 2006). Outras formas conhecidas de disseminagéo
da doenca sdo o transito de maquinas agricolas, ferramentas contaminadas,
trabalhadores e animais entre lavouras; agua diretamente contaminada pelo fungo ou
por meio do escoamento de chuvas e irrigacdo de areas contaminadas; restos
vegetais de plantas infestadas como bulbilhos e mudas de alho (PEREIRA; OLIVEIRA,
2013).

Devido as diversas formas de disseminacdo e a capacidade do fungo de
resistir a longos periodos no solo, o manejo da doenca nas culturas da familia
Alliaceae possui carater essencialmente preventivo (WORDELL FILHO et al., 2006).
As culturas aliaceas também n&o possuem resisténcia ao fungo para que seja
empregado o controle genético (PEREIRA; OLIVEIRA, 2013).

Uma alternativa para manejo da podridao branca tem como objetivo reduzir
as condicbdes favoraveis ao patdgeno, dificultando desta forma sua instalacdo na
cultura. Uma estratégia € o cultivo em épocas com condi¢des climaticas desfavoraveis
ao patégeno, quando as temperaturas superam 18 °C, no periodo da bulbificacdo
(RABINOWITCH, 2018; PINTO et al, 2000). O uso de alguns fungicidas
dicarboximidas como procymidone, vinclozolin e iprodione tém apresentado
resultados positivos no controle quimico quando administrados em mudas e bulbilhos
para posterior plantio. Ademais, estudos tém sido realizados sugerindo 0 uso de
fungicidas eficazes no controle de outros patégenos que produzem esclerédios, para
sua utilizagdo no manejo do fungo S. cepivora, como por exemplo, fluazinan,
Tebuconazol e diniconazole (NUNES; KIMATI, 1997).

2.3. Materiais hibridos orgéanicos-inorganicos

Desde a década de 1980, a pesquisa sobre materiais hibridos orgéanico-
inorganicos vem crescendo, motivada pelo interesse em incorporar polimeros a
compostos inorganicos, para obtencdo de propriedades fisico-quimicas
complementares. Por definicdo, os materiais hibridos organico-inorganicos sao
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constituidos por componentes organicos e inorganicos, que podem formar um sistema
homogéneo com escala de comprimento de nanométrico até micrométrico (CHUJO,
1996; SANCHEZ et al., 2005; JOSE; PRADO, 2005).

Ha uma infinidade de materiais hibridos produzidos pela natureza por meio de
processos de biomineralizagdo durante a evolugéo. Naturalmente, biopolimeros como
o colageno, acglcares, quitina e proteinas, tém se combinado a substancias
inorganicas como silica, 6xidos, carbonatos, fosfatos e oxalatos, por milhdes de anos,
produzindo biominerais que compde diversas estruturas em seres vivos Como 0SS0s,
conchas, marfim, cocdlitos, ferritina, dentes, entre outros (FAUSTINI et al., 2018).

Estes materiais ndo possuem apenas propriedades que provém
individualmente de seus constituintes, mas também da sinergia da interface hibrida
organica-inorganica criada, de forma que uma diversidade de propriedades pode ser
agregada ao material (6pticas, mecanicas, elétricas, magnéticas, maior resisténcia
mecanica, maior estabilidade térmica e quimica, entre outras) (ESTEVES et al. 2004;
FAUSTINI et al., 2018). Por esta razdo, eles apresentam grande versatilidade,
possibilitando agregar propriedades fisicas e quimicas na elaboragdo de produtos
mais sustentaveis e com alto valor agregado (SANCHEZ et al., 2005).

Embora muitas vezes, os materiais hibridos orgéanico-inorgéanicos sejam
designados como nanocompdsitos, 0 uso destes termos como sinénimos é feito
equivocadamente. Segundo Mark e Kroschwitz (1985), os compdsitos sdo materiais
provenientes de misturas de componentes macroscopicamente, em que um destes
componentes se encontra em maior quantidade e que os demais sdo adicionados em
menor proporcdo, a fim de agregar ao material produzido, propriedades fisico-
quimicas adicionais. Em contrapartida, os materiais hibridos, como dito anteriormente,
possuem ligacdées em nivel molecular que permitem que os materiais resultantes
apresentem propriedades distintas daquelas existentes em seus constituintes (JOSE;
PRADO, 2005; KICKELBICK, 2007).

Para a classificagcdo dos compdsitos em escala nanométrica é observada a
quantidade de dimensbes dispostas nessa grandeza. Assim sendo, o0s
nanocompositos podem ser classificados em unidimensionais, como, exemplo, as
moléculas de silica, em nanocompésitos contendo duas dimensdées nanométricas
como os nanotubos de carbono e por ultimo, os nanocristais em camadas de

polimeros, que possuem apenas uma camada nanométrica e formam compostos em
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laminas conhecidos como lamelares (ALEXANDRE; DUBOIS, 2000; JOSE; PRADO,
2005; LIMA, 2018).

Para a classificacdo dos materiais hibridos sao considerados os tipos de
ligacdes realizadas entre as partes orgéanica e inorganica dos constituintes. Assim, os
materiais hibridos de Classe | sdo obtidos por meio de fracas interagdes entre as
fases, como de ligagdes de Hidrogénio, forgas intermoleculares de Van der Waals ou
ligacGes ibnicas. Os materiais hibridos de Classe Il, por sua vez, sdo compostos
através de ligacdes fortes entre seus componentes, como ligacdes covalentes ou
ibnico-covalentes. (ESTEVES et al. 2004; JOSE; PRADO, 2005; BENVENUTTI, 2009;
ROCHA, 2015).

Na sintese de materiais hibridos organico-inorganicos, nanocompostos como
as argilas e os silicatos tém sido largamente utilizados, tendo em vista suas
propriedades como alta superficie de contato e capacidade de troca ibnica,
entumecimento, biocompatibilidade, maior resisténcia, menor expansdo térmica e
permeabilidade a gases, entre outras caracteristicas (ALEXANDRE; DUBOIS, 2000;
KICKELBICK, 2007).

2.3.1. Sintese de materiais hibridos organicos-inorganicos

A preparagao de materiais hibridos organico-inorganicos pode ser realizada
principalmente a partir de duas metodologias distintas: pela mistura dos componentes
ou pela formacao in situ dos componentes, 0 que pode ocorrer pela sintese das
nanoparticulas in situ ou pela polimerizacédo da matriz in situ (ESTEVES et al. 2004;
KICKELBICK, 2007). A Figura 1 apresenta uma representacdo esquematica das
estratégias de sintese de nanocompdésitos.

Na sintese a partir da mistura dos componentes, também conhecida como
“building block approach”, ou seja, “abordagem de blocos de constru¢ao”, a formagéao
do material hibrido nao afeta integralmente as unidades estruturais, o que permite que
propriedades comuns dos componentes sejam preservadas e transferidas para
produto (KICKELBICK, 2007). Este tipo de sintese é comumente utilizada na
preparacao de compdsitos em escala industrial, sendo preferencialmente realizada
com cargas que possuam estrutura lamelar ou em camadas, como o argilomineral
montomorilonita (MMT) (ESTEVES et al. 2004).
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Figura 1 — Representagédo esquematica de estratégias de sintese de
nanocompdsitos.Fonte: Esteves; Barros-Timmons; Trindade. (2004).

Por outro lado, a sintese por formacgao in situ dos componentes, depende da
transformacao quimica para a produgcdo do material hibrido, com o processo de
obtencado e sua otimizacado devendo ser feitos cuidadosamente a fim de se obter a
estrutura desejada inicialmente (KICKELBICK, 2007).

Entre os métodos de obtengédo de materiais hibridos existentes, um dos mais
conhecidos e empregados, é o método sol-gel (JOSE; PRADO, 2005). Nele,
basicamente, moléculas a partir de uma policondensacgao organica formam estruturas
poliméricas (KICKELBICK, 2007). Sendo assim, por definicao, o termo sol representa
as particulas coloidais suspensas em um liquido, na escala nanométrica, e o termo
gel, representa a fase gelificada que imobiliza a fase liquida em seus espacos (JOSE;
PRADO, 2005). Este método confere alta pureza e homogeneidade aos materiais
hibridos obtidos, utilizando temperaturas baixas, o que impede a degradagéo
polimérica (ESTEVES et al. 2004).

Outro método muito utilizado, principalmente, quando o componente
inorganico é uma argila, € o método de esfoliagdo ou adsorcao. O presente estudo faz
uso deste método para a obtengdo dos materiais hibridos sintetizados. No processo,
a esfoliacdo ocorre com a adicdo de outros componentes entre as camadas do
componente inorganico, como, por exemplo, do argilomineral hectorita. Este método
€ especialmente vantajoso para a preparacao de materiais hibridos quando o polimero
é soluvel no mesmo solvente em que o composto organico é esfoliado (ESTEVES et
al. 2004; JOSE; PRADO, 2005).
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2.3.2. Componentes organicos utilizados na preparacao dos materiais
hibridos

Os polimeros ao serem incorporados na sintese de materiais hibridos
organico-inorganicos conferem a estes materiais propriedades como isolamento
térmico ou elétrico, baixa densidade, resisténcia a corrosao etc (KICKELBICK, 2007).

Entre os diversos polimeros utilizados no preparo de materiais hibridos
destacam-se os hidrogéis, em que o agente de intumescimento é a agua (ALEMAN et
al., 2007). Nesse contexto, o0 uso de alginatos, como o alginato de sédio, é largamente
empregado tendo em vista ser um componente extremamente biocompativel e
gelificante (ALMEIDA, 2010).

O alginato de sodio foi descoberto pelo quimico Edward C. C. Stanford em
1881, sendo comumente encontrado nas paredes celulares de algas marrons
(Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis) e em polissacarideos na constituicao de bactérias
do solo (GACESA, 1988). E definido como um polissacarideo formado pela repeticao
de dois monémeros de glicano: o acido gulurénico (G) e o acido manurdnico (M),
sendo que a relagdo M / G influéncia nas propriedades do composto: o alto teor de
acido manurdénico, faz dos hidrogéis mais macios e com maior elasticidade enquanto,
o alto teor de acido gulurbénico, torna os hidrogéis fortes, porém quebradicos
(FARRES; NORTON, 2014). A Figura 2 apresenta uma representagdo esquematica
da estrutura do alginato.

—00C
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G G M M G

Figura 2 — Representacgédo estrutural do Alginato.
Fonte: Stephen; Phillips (2016).

Embora muito presente na industria de alimentos, como estabilizante e agente
gelificante de sorvetes, pudins e bebidas, o uso do alginato de sddio tem se destacado
na biotecnologia, no desenvolvimento de nanomateriais para sistemas biol6gicos,
devido sua estrutura quimica biocompativel e biodegradavel, como por exemplo, no
revestimento de células vivas (ALMEIDA, 2010; FERNANDO et al., 2020).

Além do alginato de so6dio, outro polimero utilizado neste estudo, é a
carboximetilcelulose sédica (CMC), um éter resultante da reacao da celulose com o
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hidréxido de sddio e, posteriormente, do produto com &cido monocloroacético (agente
eterificante). A carboximetilcelulose é obtida pela substituicdo parcial de grupos
hidroxilas da glicose pelo grupo —CH2-COOH, o que confere a molécula solubilidade
e viscosidade o que contribui para a hidratagdo da molécula (CERRUTTI; FROLLINI,
2009). A Figura 3 apresenta uma representacdo esquematica da estrutura da
carboximetilcelulose sodica.

COO MNa™

Figura 3 — Representagao estrutural da Carboximetilcelulose Sédica.
Fonte: STEPHEN; PHILLIPS (2016).

A carboximetilcelulose sédica é largamente utilizada em processos industriais
devido sua alta viscosidade, favorecendo seu uso como agente estabilizador e
espessante em diversos setores como alimenticio, farmacéutico, petrolifero, entre
outros (YANG; ZHU, 20017). Por ser um composto biodegradavel, sua utilizacado como
matriz polimérica no preparo de nanocompdsitos tem sido largamente estudada
(VANGINKEL; GAYTON, 1996; DE MOURA et al., 2013).

2.3.3. Componentes inorganicos utilizados na preparacao de materiais hibridos

Para a formacao de materiais hibridos se faz necesséaria a combinagéo de um
composto organico e um inorgénico. Nesse contexto, muitos trabalhos tém reportado
0 uso de Laponita® como material inorganico para formacdo desses materiais. A
Laponita® é um composto inorgénico sintético com caracteristicas quimicas e
estruturais semelhantes ao argilomineral hectorita, formado por silicatos de sédio
combinados a sais de sodio, magnésio ou litio. Sua estrutura tem formato de discos
em escala nanométrica sendo duas camadas tetraédricas de silica e uma intercamada
octaédrica de 6xido de magnésio, além de hidroxilas e atomos de oxigénio presentes
na composicdo (CUMMINS, 2007; TOMAS et al., 2018). Os atomos de magnésio,
presentes em sua constituicdo, podem ser substituidos pelos de atomos de litio o que
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leva a formagédo de cargas negativas, na estrutura. Assim, as cargas negativas se
concentram nas superficies das plaguetas, enquanto as cargas positivas estao
localizadas nas bordas, produzidas pela presenca de cations sédio interlamelares.
Estes cations sdo responsaveis pelo balanceamento de cargas da estrutura
(RUZICKA; ZACCARELLI, 2011).

Entre as principais caracteristicas da Laponita®, se destacam a alta
capacidade de entumecimento (absorcdo de grandes quantidades de agua) e troca
catibnica, bom controle de sua reologia quando utilizada em revestimentos, alta
superficie de contato e biocompatibilidade, sendo por essa razao muito utilizada como
modificadora de reologia ou formadora de membranas (TOMAS et al., 2018).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar o comportamento de membranas hibridas organico-inorganicas
sintetizadas com o uso de fungicidas no revestimento de bulbilhos de alho (Allium

sativum L.) visando o manejo de S. cepivora, causador da podridédo branca.

3.2. Objetivos Especificos

O presente trabalho teve como objetivos:

1) Definir as melhores condigdes de revestimento para as sementes, a partir de testes
nos bulbilhos de alho com diferentes concentragdes tanto de polimero, de argila

quanto dos fungicidas utilizados.

2) Confirmar a presenca e a interagdo dos ativos fungicidas, polimeros e argila
utilizados na sintese das membranas poliméricas a partir da caracterizacao por
meio das seguintes técnicas: Difratometria de raios X em Pé (DRXP),
Espectrofotometria na Regido do Infravermelho com transformada de Fourier e
acessorio de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), Espectroscopia Raman,
Microscopias de Luz, Andlises Termogravimétricas (TGA-DSC-MS).

3) Avaliar a atividade do esclerédio Stromatinia cepivora na presencga de bulbilhos
revestidos com as membranas pré-selecionadas e com fungicidas incorporados

em teste de inibicdo de crescimento micelial.
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4) Avaliar o comportamento inibitério das membranas poliméricas no revestimento de
bulbilhos de alho cultivados em solos infestados a diferentes concentragdes por S.

cepivora.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho apresentam grau de
pureza analitica e foram utilizados sem a realizagédo prévia de purificagao.

A agua utilizada na realizacado dos experimentos para o preparo das solucdes
foi obtida a partir do sistema Millipore MiliQ®. Para a sintese dos materiais hibridos
organico-inorganicos foram utilizados os seguintes reagentes: Laponita® (Buntech,
100%), Alginato de Sédio (Exodo, 90,8-106%), Carboximetilcelulose (Sigma-Aldrich,
100 %), Tebuconazol (Sigma-Aldrich, 100%), Triadimenol (Sigma-Aldrich, 100%),
Boscalida (Sigma-Aldrich, 100%), Nitrato de Calcio (ACS, 99,0-103,0 %).

4.2. Experimental

fl.2.1.AS_intese das membranas sintetizadas de materiais hibridos orgéanico-
inorganicos

Foram realizados testes preliminares de revestimento dos bulbilhos de alho a
fim de verificar a uniformidade na formac&o das membranas sintetizadas a partir de
materiais hibridos organico-inorganicos. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Compostos Lamelares na Universidade Federal de Vigosa, Campus de
Rio Paranaiba.

Foram preparadas trés solugdes contendo Laponita® nas proporgdes (1:100),
(2:100) e (4:100) no volume de 100 mL de H20 deionizada. As misturas foram
mantidas em agitador magnético e aquecidas em manta aquecedora a 80°C até
completa solubilizacao das solucdées (GHADIRI et al., 2013).

Também foram preparadas trés solugdes utilizando a combinagéo do polimero
alginato de sédio e Laponita®, nas proporgoes de Laponita®Alginato (1:2), (2:1) e
(2:2); e duas solugdes contendo os polimeros Carboximetilcelulose e Alginato de sodio
nas proporcoes de Alginato/Carboximetilcelulose (1:2) e (2:2). Ademais foi preparada
uma solucado contendo apenas Carboximetilcelulose na proporcao de (2:100) no



30

volume de 100 mL de agua deionizada.

Para a sintese, as solugbes foram mantidas em agitador magnético para
homogeneizacdo da fase (GHADIRI et al., 2013). As solugdes sintetizadas e suas
respectivas composi¢coes estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das membranas sintetizadas.

Filmes Laponita®mg) Alginato (mg)  Carboximetilcelulose (mg) V(L)
A1 1000 - - 0,1
A2 2000 - - 0,1
A3 4000 - - 0,1
A4 1000 2000 - 0,2
A5 4000 2000 - 0,2
A6 2000 2000 - 0,2
A7 - 2000 1000 0,2
A8 - 2000 2000 0,2

4.2.2. Revestimento dos bulbilhos de alho para avaliacao do indice de brotacao
e da formacao da parte aérea e do sistema radicular das plantas

O teste de germinacao foi conduzido no Laboratério de Compostos Lamelares
da Universidade Federal de Vigosa, Campus de Rio Paranaiba.

O plantio dos bulbilhos de alho de cultivar Ito foi realizado em bandejas plasticas
contendo solo do tipo Latossolo arenoso previamente lavado, peneirado esterilizado
em estufa de secagem a 120°C por 20 min. O solo foi resfriado a temperatura
ambiente e disposto nas bandejas para o plantio dos bulbilhos revestidos.

Foram sintetizadas as solucdes apresentadas na Tabela 2, para a utilizagao
no revestimento dos bulbilhos no teste de germinagéo.

Os bulbilhos coletados estavam em estado de dorméncia, ou seja, condicao
indesejavel para o plantio, que se inicia com a formagédo das folhas e desenvolvimento
da gema de brotacédo e pode se estender até 70 dias apos a colheita dos bulbilhos.
Para determinar o periodo ideal de plantio, o estado de dorméncia foi acompanhado
pelo indice Visual de Dorméncia (1VD), por meio de cortes longitudinais em bulbilhos
escolhidos aleatoriamente, até que se observassem gemas de brotacdo com 50% do
comprimento das folhas de brotacdo (EMBRAPA HORTALICAS, 2017).

Em seguida, os bulbilhos foram vernalizados a 4°C e a umidade relativa (UR)
entre 65 e 70% por 45 dias. O processo de vernalizagdo consiste em um tratamento
pré-plantio que possibilita a planta sua diferenciacéo e estimula a formacao de bulbos
mesmo em locais que nao oferecam condicoes de fotoperiodo e temperatura
adequadas a cultura (EMBRAPA HORTALICAS, 2016). Apdés este periodo, os
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bulbilhos foram retirados da refrigeracdo e mantidos em temperatura ambiente por 24
h antes do plantio. Para o experimento, foram selecionados apenas bulbilhos que né&o
apresentavam defeitos.

Os bulbilhos de alho foram imersos nos géis descritos na Tabela 2. Em
seguida, os bulbilhos revestidos com as solu¢des que continham alginato de sddio em
sua composicao foram imersos em solugdo de Ca(NOs)2 a 5,0% por 10 s para a
formagédo de hidrogel nas membranas sintetizadas (DA SILVA et al.,, 2017). Os
bulbilhos revestidos permaneceram em temperatura ambiente para secagem por 2 h
antes do plantio.

O plantio foi realizado em caixas de areia e a disposi¢cao dos bulbilhos foi feita
em linha, considerando que em cada bandeja contivesse um bulbilho de cada
tratamento. Os bulbilhos foram plantados em profundidade de 2 a 3 cm e posicionados
na direcao vertical observando a gema de brotagéo voltada para cima, e dispostos em
trés fileiras com cinco bulbilhos cada. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com sete repeticoes.

Tabela 2 - Composicao das membranas sintetizadas para o teste de germinacao.
Filmes Laponita®(mg) Alginato (mg)  Carboximetilcelulose (mg) V(L)

A1 - 2000 - 0,1
A2 - 5000 - 0,1
A3 - - 1000 0,1
A4 - - 2000 0,1
A5 1000 - - 0,1
A6 2000 - - 0,1
A7 5000 - - 0,1
A8 1000 2000 - 0,2
A9 2000 2000 - 0,2
A10 5000 2000 - 0,2
A11 1000 5000 - 0,2
A12 2000 5000 - 0,2
A13 5000 5000 - 0,2
Al4 1000 - 1000 0,2
A15 2000 - 1000 0,2
A16 5000 - 1000 0,2
A17 1000 - 2000 0,2
A18 2000 - 2000 0,2
A19 5000 - 2000 0,2
BR - - - -

Apobs o plantio, foi adicionado um volume de 500 mL de agua para umedecer
o solo e diariamente pelo periodo de 15 dias as bandejas foram regadas, de acordo
com a necessidade, para a manutencao da umidade do solo.
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Para a quantificagdo do indice de brotacao foi realizado o acompanhamento
diario das brotagdes, verificando a ocorréncia da germinacao por tipo de revestimento
utilizado nos bulbilhos. Apds 15 dias de cultivo, as raizes e a parte aérea das plantas
foram lavadas e secas. Em seguida, foi realizada a medicao das partes aéreas das
mudas e da raiz principal correspondente a cada repeticdo. As raizes foram
digitalizadas por meio de scanner para determinar o volume, &area superficial e
comprimento das raizes a partir do software Safira.

Em seguida, quantificou-se a massa fresca da parte aérea e raizes e levadas
a estufa, em sacos de papel kraft, a 65°C por 72 h. Apds a secagem, quantificou-se a
massa seca e de dgua das raizes e parte aérea das plantas.

4.2.3. Analise estatistica sobre indices de brotacao e massas secas e frescas

A andlise de componentes principais e de cluster dos dados de altura, massa fresca
das raizes e partes aéreas e massa seca das raizes e partes aéreas foi realizada
utilizando o programa R versao 4.0.4 (R Core Team, 2021).

4.2.4. Teste piloto de revestimento dos bulbilhos de alho com fungicidas
associados a materiais organico-inorganicos sobre o crescimento micelial de
Stromatinia cepivora

Os testes de inibicao de crescimento micelial foram conduzidos no Laboratério
de Fitopatologia e Plantas Daninhas, no Centro Integrado de Pesquisas (CIP), na
Universidade Federal de Vigosa, Campus de Rio Paranaiba.

Inicialmente, realizou-se um teste piloto para analisar a infeccdo de bulbilhos
de alho revestidos com membranas poliméricas com fungicidas incorporados.
Esclerédios de Stromatinia cepivora utilizados para iniciar a produgao de micélio foram
obtidos de solo naturalmente infestado coletado no municipio de Rio Paranaiba.
Realizou-se a desinfestagao dos esclerddios utilizando alcool etilico 50% ABV (Alcool
por Volume) nos esclerddios por um periodo de 30 s, seguido de imersdao em
hipoclorito de sédio a 0,5% por 180 s e enxague em H20 deionizada. Em seguida,
para a formacéo da col6nia do fungo, cinco esclerédios foram transferidos de forma
equidistante em 10 placas de Petri contendo batata dextrose agar (BDA). As placas
foram mantidas a 18°C com fotoperiodo de 12 h de luz até a formacao da colbnia (5 a
10 dias).

Discos de micélio contendo esclerédios de Stromatinia cepivora foram
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colocados em placas contendo meio BDA, posicionado na extremidade oposta a que
continha um (01) bulbilho de alho tratado. Para o teste piloto utilizou-se apenas o
revestimento com o fungicida Triadimenol como ativo, na concentracao de 0,001875
mg/L. Este ativo segundo Domingos et al. (2018), apresentou bons resultados na
inibicdo de crescimento micelial dos esclerodios em relagdo a outros fungicidas
independente da concentracao de calda utilizada em seu estudo.

Neste teste piloto de inibicao de crescimento micelial foram avaliadas as areas
de crescimento das col6nias do fungo a partir do software ImageJ® 2006 versdo
1.43.3.67, utilizando os registros fotograficos feitos a cada intervalo de 72 h até o final
do experimento. Calculou-se também a porcentagem de ICM - Inibicdo do
Crescimento Micelial para cada tratamento, a partir da formula: ICM = [(C — N) /C] x
100, onde C é a area da colbnia do controle e N é a area da col6nia no tratamento
com o fungicida.

O controle positivo foi realizado utilizando o fungicida iprodiona (Magic®, 500
g/L), tradicionalmente utilizado na cultura de alho, a fim de verificar o efeito inibitério
do mesmo no crescimento micelial. Os controles negativos foram realizados para
analise de interferentes e possiveis contaminacgdes, sendo respectivamente: meio de
cultura BDA sem fungicida e sem disco de micélio de S. cepivora (CNM); meio de
cultura BDA com disco de micélio (CNMB) para avaliar o crescimento do fungo no
meio € meio de cultura BDA contendo bulbilho sem revestimento sendo feitas duas
repeticbes (CN1 e CN2) para observar possiveis contaminagdes nos bulbilhos
utilizados. As condigdes de tratamento utilizadas nos bulbilhos e o controle positivo
estao dispostos na Tabela 3.

Previamente a montagem do experimento, os bulbilhos de alho utilizados
foram lavados em H20 corrente e secos a temperatura ambiente. Em seguida, foram
imergidos durante 120 s em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 2% para
desinfeccdo dos mesmos e lavados novamente em H20 corrente.

Os cinco bulbilhos a serem utilizados no controle positivo foram pesados e a
partir da massa obtida foi calculada a massa da dose do ativo Iprodiona, seguindo a
recomendacgao para uso comercial de 1,00 kg de Iprodiona para 100 kg de bulbilhos
de alho. A massa de Iprodiona encontrada foi convertida em volume, em mililitros, a
partir da densidade do ativo Iprodiona. O volume obtido, 0,175 mL, foi pipetado em
pipeta automatica e acondicionado em frasco de vidro esterilizado. Em seguida, o
volume foi diluido em H20 deionizada em quantidade suficiente para cobrir os
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bulbilhos. Os mesmos foram deixados no interior do frasco 30 minutos sob agitacao.

Tabela 3 - Tratamentos realizados para Teste Piloto de Inibicdo de Crescimento
Micelial

Fungicida utilizado Concentracao Tratamentos  Composicao dos
utilizado de Revestimentos
fungicida (mg/L)

Triadimenol 1875 AR1 a AR5 Solucao de Alginato a

2% e Laponita® a 2%

Triadimenol 1875 CMCR1 a Solucao de

CMCR5 Carboximetilcelulose a
2% e Laponita® a 2%
Magic® 5,0 x 108 +R1a +R2 Solucao de Iprodiona
(Ativo: Iprodiona) (Controle Positivo)

A solucéo de BDA - batata dextrose agar foi preparada a partir 39 gramas de
Batata Agar Dextrose dissolvidas em 1,00 litro de &gua deionizada. A solucéo foi
acondicionada em dois erlenmeyers de 500 mililitros de volume e levados a fervura
para dissolver completamente. Em seguida, o volume foi esterilizado em autoclave a
121 ° C por 15 minutos.

O experimento foi realizado em capela de fluxo laminar (Veco, Campinas, SP,
Brasil) apos limpeza com alcool 70% ABV e luz ultravioleta ligada pelo periodo de 30
min para a esterilizacdo do ambiente e uma manipulagdo com menor risco de
contaminagao.

Apoés o resfriamento, foram dispostos 10 mL de meio BDA em placas de Petri
de 9 cm de didmetro e as mesmas foram mantidas em capela de fluxo laminar até o
que o meio BDA se solidificasse nas placas para inicio da montagem do experimento.

Os discos de micélio das bordas da colénia do fungo com crescimento ativo
foram obtidos com um furador de rolha (5 mm de diametro). Em seguida, um disco de
micélio foi introduzido no meio BDA de cada placa de Petri e no lado oposto foi
acomodado um bulbilho de alho com seu respectivo tratamento.

Apo6s a montagem do experimento e dos controles negativo e positivo, as
placas de Petri foram embaladas, cada par individualmente, em pléstico tipo filme e
levadas a estufa BOD — demanda bioquimica de oxigénio e mantidas entre 13°C e
18°C, intervalo ideal para o crescimento micelial do fungo Stromatinia cepivora. As
placas foram observadas até que a placa contendo o controle negativo com o disco
de micélio foi completamente tomada pelo crescimento do micélio.

Em seguida, o experimento foi desmontado, sendo entdo as placas de Petri
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acondicionadas em sacos plasticos e levadas em autoclave a 121°C por 15 minutos.
Ap0s a autoclavagem, os residuos de meio BDA e crescimento do fungo e do bulbilho
de alho foram descartados e as placas foram lavadas e secas em estufa a 100 °C por
5 minutos.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com 5
repeticdes. Uma repeticdo foi considerada como uma placa de Petri contendo um
disco de micélio de S. cepivora e um bulbilho de alho revestido. As variaveis area de
colénia e porcentagem de inibigdo de crescimento micelial - PIC foram analisadas por

meio de estatistica descritiva dos dados, com énfase em boxplots.

4.2.5. Teste final de revestimento dos bulbilhos de alho com fungicidas
associados a materiais organico-inorganicos sobre a inibicao do crescimento
micelial de Stromatinia cepivora

Para o estudo de inibicao de crescimento micelial foram utilizados trés ativos
fungicidas Tebuconazol, Triadimenol e Boscalida devido a eficiéncia apresentada na
mitigacdo do S. cepivora em estudos anteriores e no manejo da doenga em alguns
paises (LOPES,1994; VILLALTA et al., 2012; DOMINGOS, 2015; DOMINGOS, L. B. et
al., 2018).

Nesta etapa do estudo foram avaliadas 4 condi¢des distintas:

- O efeito inibitério dos revestimentos sem a utilizagdo de ativos fungicidas
incorporados;

- O efeito inibitério dos revestimentos contendo ativos fungicidas
incorporados;

- O efeito inibitério do ativo fungicida Iprodiona, utilizado como controle
positivo do estudo;

- O comportamento de discos de micélio em placas de controle negativo, a fim
de avaliar: possiveis contaminacdes no meio BDA, nos bulbilhos utilizados e o
crescimento do fungo a partir do disco de micélio.

Foram preparadas solucdes a partir das concentracdes de solubilidade em
agua apresentadas pelos fungicidas para serem utilizadas como base para a sintese
das membranas sintetizadas. Sendo elas: solugéo de Triadimenol a 62 mg/L, solugéo
de Boscalida a 4,6 mg/L e solugao de Tebuconazol a 36 mg/L.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticdes. Uma repeticdo constitui de uma placa contendo um disco de micélio de S.
cepivora e um bulbilho de alho. Os tratamentos encontram-se descritos na Tabela 4.
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O preparo da solugédo do fungicida Iprodiona foi feito da mesma forma descrita no
tépico 4.2.4. assim como, a sintese da solugdo de BDA — batata agar dextrose, o
procedimento de desinfeccdo prévia dos bulbilhos de alho e a esterilizacdo do
ambiente para a montagem do experimento.

As placas foram mantidas em incubadora tipo BOD a 17 °C com fotoperiodo
de 12 horas, apés a preparacao das placas, conforme tratamentos descritos na Tabela
4. O crescimento micelial do fungo foi acompanhado diariamente. O experimento foi
finalizado quando o patdgeno cresceu em toda a placa no tratamento contendo
apenas discos de micélio e meio BDA (Tratamento 23, Tabela 4).

Tabela 4 - Composi¢cdo das membranas sintetizadas para o teste final de inibicao de
crescimento micelial.

Concentracao
Fungicida de fungicida  Tratamento Composicao do Tratamento
(mg/L)

Sem fungicida - 1.1a14 Bulbilho de alho nao tratado

Sem fungicida - 21a24 Solucédo de Alginato de sédio a 2%

Sem fungicida - 3.1a34 Solugéo de Carboximetilcelulose a
2%

Sem fungicida - 41a44 Solucgéo de Alginato de sédio a 2%
e Laponita® a 2%

Sem fungicida - 51a54 Solucdo de Carboximetilcelulose a
2% e Laponita® a 2%

Triadimenol 62,0 6.1a6.4 Bulbilho de alho nao tratado

Triadimenol 62,0 71a74 Solugéo de Alginato de sédio a 2%

Triadimenol 62,0 8.1a8.4 Solugéo de Carboximetilcelulose a
2%

Triadimenol 62,0 9.1a94 Solucgéo de Alginato de sédio a 2%
e Laponita® a 2%

Triadimenol 62,0 10.12a10.4 Solucédo de Carboximetilcelulose a
2% e Laponita® a 2%

Boscalida 4,6 11.1a11.4 Bulbilho de alho nao tratado

Boscalida 4,6 12.1a12.4 Solucéo de Alginato de sédio a 2%

Boscalida 4,6 13.12a13.4 Solucédo de Carboximetilcelulose a
2%

Boscalida 4.6 14.1 a14.4 Solucao de Alginato de s6dio a 2%
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e Laponita® a 2%

Boscalida 4.6 15.1 a15.4 Solucéo de Carboximetilcelulose a
2% e Laponita® a 2%
Tebuconazol 36,0 16.1 a 16.4 Bulbilho de alho nao tratado
Tebuconazol 36,0 17.1 a17.4 Solucao de Alginato de sddio a 2%
Tebuconazol 36,0 18.1 a18.4 Solucao de Carboximetilcelulose a
2%
Tebuconazol 36,0 19.12a19.4 Solucao de Alginato de sédio a 2%
e Laponita® a 2%
Tebuconazol 36,0 20.1 a20.4 Solucdo de Carboximetilcelulose a
2% e Laponita® a 2%
Iprodiona 5,0 x 108 21.1a21.4 Bulbilho de alho nao tratado
(Controle)
- - 22 Placa de Petri contendo meio BDA
(Controle)
- - 23 Placa de Petri contendo meio BDA

e disco de micélio (Controle)

- - 24 Placa de Petri contendo meio BDA
e bulbilho de alho ndo tratado
(Controle)

As areas das colénias foram mensuradas em todos os tratamentos pelo
software ImageJ®, utilizando os registros fotograficos feitos a cada intervalo de 72 h
até o final do experimento. Calculou-se também a porcentagem de Inibicdo do
Crescimento Micelial (ICM) para cada tratamento, a partir da férmula: ICM = [(C — N)
/C] x 100, onde C € a area da coldnia do controle e N € a area da colénia no tratamento
com o fungicida.

As variaveis area de colénia e porcentagem de inibicdo de crescimento
micelial - PIC foram analisadas por meio de estatistica descritiva dos dados, com
énfase em boxplots.

4.2.6. Teste de Patogenicidade para avaliacao da infestacao de bulbilhos de alho
por meio de discos de micélio de Stromatinia cepivora presentes em solo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e Plantas
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Daninhas, da Universidade Federal de Vigosa, no Campus de Rio Paranaiba.

Foram coletados e peneirados seis litros de latossolo vermelho nas
proximidades do campus, nas coordenadas 19°13'04.9"S 46°13'28.1"W. O latossolo
foi acondicionado em sacos plasticos e autoclavado a 120°C por 60 minutos. O mesmo
foi mantido em descanso por 24 h e novamente autoclavado nas mesmas condiges.

Para o teste de patogenicidade, além dos bulbilhos de alho (Allium sativum
L.), foram utilizadas também sementes de cebola (Allium cepa L.), tendo em vista que
o fungo Stromatinia cepivora acomete ambas as culturas, seria possivel observar a
infestagdo em outra cultura, também muito afetada pelo esclerédio.

Para a montagem do experimento, foram utilizados copos descartaveis com
volume de 500 mL para o plantio de sementes de cebola e bulbilhos de alho.
Previamente, foram feitos trés orificios na base de cada copo para drenagem da agua.
O solo anteriormente autoclavado, foi acondicionado nos copos descartaveis
mantendo cerca de "4 do volume do recipiente vazio.

Cada tratamento teve seis repeticoes e foram dispostos de forma inteiramente
casualizada. Em cada copo, foram colocadas sete sementes de cebola ou trés
bulbilhos de alho. Cinco discos de micélio de S. cepivora com 15 dias de idade foram
adicionados em metade dos copos utilizados.

Os copos foram dispostos em bandejas plasticas armazenadas em
incubadora BOD a 17 °C com fotoperiodo de 12 h. As bandejas foram embebidas pelo
volume de 1000 mL de agua destilada cada, de forma que a agua infiltrasse no solo
por capilaridade. A umidade foi verificada diariamente, sendo adicionado volume de
1000 mL de 4gua destilada em cada bandeja assim que o solo absorvia toda a dgua
disposta na bandeja.

Apés a germinacgao das sementes e bulbilhos, as mudas em excesso em cada
copo foram removidas para que apenas uma plantula desenvolvesse em cada copo.
A Tabela 5 apresenta os codigos e as condi¢des de plantio realizadas.

Tabela 5 - Experimentos realizados no Teste de Patogenicidade.

Cédigos Composicao do Experimento

CM1 a CM6 Solo com sementes de cebola e presenca de discos de micélio.
CS1 a CS6 Solo com sementes de cebola e auséncia de discos de micélio.
AM1 a AM6 Solo com bulbilhos de alho e presenca de discos de micélio.
AS1 a AS6 Solo com bulbilhos de alho e auséncia de discos de micélio.

O experimento foi mantido até o aparecimento dos sintomas caracteristicos
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da podridao branca.

4.2.7. Efeito do revestimento de bulbilhos de alho com fungicidas incorporados
a membranas poliméricas na incidéncia de podridao branca

O bioensaio foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e Plantas Daninhas,
da Universidade Federal de Vigosa, Campus de Rio Paranaiba.

Foram coletados e peneirados vinte e sete litros de latossolo vermelho nas
proximidades do campus nas coordenadas 19°13'04.9"S 46°13'28.1"W. O latossolo
foi acondicionado em sacos plasticos e autoclavado a 120 °C por 60 minutos. O
mesmo foi mantido em descanso por 24 h e novamente autoclavado nas mesmas
condigdes.

Os esclerédios de Stromatinia cepivora utilizados no experimento foram
obtidos de solo naturalmente infestado, coletado no municipio de Rio Paranaiba. Para
desinfestacdo dos mesmos, os esclerddios foram imersos em alcool etilico 50%
(Alcool por Volume) por 30 segundos, seguido de imersdo em hipoclorito de sédio a
0,5% v/v por 60 segundos seguido de enxague em agua deionizada e secagem em
papel de germinacao autoclavado. Os esclerddios foram mantidos acondicionados por
trés meses, enterrados para quebra de dorméncia constitutiva.

Antes do experimento, os bulbilhos de alho foram lavados em agua corrente
e secos a temperatura ambiente. Em seguida, foram imersos durantes 120 segundos
em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 2% para desinfestacdo superficial dos
mesmos, lavados em agua destilada autoclavada e dispostos em papel germinativo
previamente esterilizado a 100 °C por 60 minutos.

Para a montagem do experimento, copos plasticos de 500 mL de capacidade
foram preenchidos com 300 gramas de latossolo autoclavado. O preenchimento
ocorreu em duas etapas: na primeira, o solo foi adicionado até a metade do copo; na
segunda, 3,30 ou 300 esclerddios foram misturados ao restante do solo e colocados
no copo o restante do solo para que se completasse o volume de 300 mL de solo por
Copo.

Os copos foram dispostos em bandejas plasticas e levados a incubadora do
tipo BOD para posterior plantio dos bulbilhos de alho revestidos. A descricao dos
tratamentos encontra-se na Tabela 6. Os bulbilhos foram revestidos nas membranas
e embebidos nas solugdes preparadas por 60 segundos cada e mantidos para
secagem por 120 minutos a temperatura ambiente.
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Ao final do periodo de secagem, foram plantados dois bulbilhos por copo, e
as bandejas levadas a incubadora BOD a 17 °C £ 2 °C com fotoperiodo de 12 h de
luz. As bandejas foram preenchidas com 2 litros de agua destilada cada e verificadas
a cada 72 h para reposicao de agua e verificagao do crescimento.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes cada unidade experimental. Uma repeticao foi considerada como um
copo contendo duas plantas.

Tabela 6 - Revestimentos usados para protecao a planta de alho contra Stromatinia
cepivora.

Concentragdao  Concentracao Tratamento ~ Composicao do Tratamento
de esclerddio de principio
no solo (escl. ativo fungicida

/g de solo) (mg/L)
- 1.1a1.3 Bulbilho de alho né&o tratado
- 21a23 Solugao de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2%
62,0 3.1a3.3 Bulbilho de alho embebido em
solucao de Triadimenol
62,0 41a4.3 Solucéao de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
solucdo de Triadimenol (62
mg/L)
36,0 51a5.3 Bulbilho de alho embebido em
solucdo de Tebuconazol
36,0 6.1a6.3 Solugao de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
0,01 solucdo de Tebuconazol (36
mg/L)
62,0 71a73 Bulbilho de alho embebido
36,0 em solu¢ao combinada
de Triadimenol (62 mg/L) e
Tebuconazol (36 mg/L)
62,0 8.1a8.3 Solugéo de
36,0 Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
solucéao combinada de
Triadimenol (62 mg/L) e
Tebuconazol (36 mg/L)
1 kg de 9.1a9.3 Bulbilho de alho embebido
ativo/100 kg de em solucao de Iprodiona
alho (Controle Positivo)

- 10.12a10.3 Solo sem bulbilho de alho
(Controle Negativo)
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- 11.1a11.3 Bulbilho de alho no tratado
- 12.1a12.3 Solugcao de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2%
62,0 13.1 213.3 Bulbilho de alho embebido em
solucao de Triadimenol
62,0 14.1 a14.3 Solucéo de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
solucao de Triadimenol (62
mg/L)
36,0 15.1 a15.3 Bulbilho de alho embebido em
solucéo de Tebuconazol
36,0 16.1a16.3 Solucdo de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
0,1 solucdo de Tebuconazol (36
mg/L)
62,0 17.1 a17.3 Bulbilho de alho embebido
36,0 em solucdo combinada
de Triadimenol (62 mg/L) e
Tebuconazol (36 mg/L)
62,0 18.1 218.3 Solucéo de
36,0 Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
solucéo combinada de
Triadimenol (62 mg/L) e
Tebuconazol (36 mg/L)
1 kg de 19.1 219.4 Bulbilho de alho embebido
ativo/100 kg de em solucado de Iprodiona
alho (Controle Positivo)
- 20.1a20.3 Solo sem bulbilho de alho
(Controle Negativo)
- 21.1 a21.3 Bulbilho de alho n&o tratado
- 22.1a22.3 Solugéao de
Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2%
62,0 23.1 a23.3 Bulbilho de alho embebido em
solucéo de Triadimenol
62,0 24.1a24.3 Solucao de
Carboximetilcelulose a 2% e
1,0 Laponita® a 2% a partir de
solugdo de Triadimenol (62
mg/L)
36,0 25.1a225.3 Bulbilho de alho embebido em
solucao de Tebuconazol
36,0 26.1a26.3 Solucao de

Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
solucdo de Tebuconazol (36
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mg/L)
62,0 27.1a27.3 Bulbilho de alho embebido
36,0 em solugdo combinada

de Triadimenol (62 mg/L) e
Tebuconazol (36 mg/L)

62,0 28.1a28.3 Solucao de
36,0 Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% a partir de
solucao combinada de

Triadimenol (62 mg/L) e
Tebuconazol (36 mg/L)

1 kg de 29.1a29.3 Bulbilho de alho embebido
ativo/100 kg de em solucao de Iprodiona
alho (Controle Positivo)

- 30.1 a30.3 Solo sem bulbilho de alho
(Controle Negativo)

Os dados das variaveis indice de brotagao, indice de incidéncia de sintomas
e indice de mortalidade dos bulbilhos foram submetidos a analise dos dados,
utilizando o software R versao 4.1.2 e sujeitos a analise de variancia (ANOVA).

4.3. Caracterizacao estrutural dos materiais hibridos organico-inorganicos

4.3.1. Difracao de Raios X no p6 (DRXP)

Para a andlise via difratometria de raios X no p6 (DRXP) foi utilizado um
difratbmetro de raios X Shimadzu modelo XRD-6000. O equipamento possui um
monocromador de cristal de grafite que seleciona a radiacao utilizada de Cu-Kaicom
A = 1,5406 A. A corrente elétrica da fonte e o potencial utilizados foram
respectivamente, de 30 mA e de 30 kV. Os difratogramas resultantes da analise, foram
obtidos entre a faixa de varredura (26) de 4° a 70°, com passo de 1,0° por minuto.

Para o preparo das amostras, as solucdes foram aplicadas em placas de Petri
individualmente e mantidas em dessecador com silica gel, sem o uso de vacuo e com
protecdo da luz, até que a 4gua contida nas placas evaporasse e houvesse a formacao
das membranas sintetizadas. Em alguns casos, as membranas tiveram de ser refeitas
em superficies de vidro esterilizado previamente com &lcool 70° ABV, deixados para
secagem a temperatura ambiente, para que o filme formado se desprendesse melhor
das superficies em que foi aplicado, para posterior analise.
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4.3.2. Espectrofotometria de absorcao molecular na regiao do infravermelho
com transformada de Fourier e acessorio de reflectancia total atenuada (FTIR-
ATR)

Para a analise via espectrofotometria na regido do infravermelho com
transformada de Fourier e acessério de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) foi
utilizado o espectrofotémetro Jasco modelo FTIR 4100 com acessério de ATR
acoplado. Os espectros obtidos pela analise foram resultantes de 256 varreduras com
resolucdo de 4 cm™ e intervalo de comprimento de onda de 4000 a 400 cm™.

A espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier
e acessorio de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) foi utilizada para a analise dos
modos vibracionais caracteristicos dos constituintes dos materiais hibridos, como por

exemplo, da matriz lamelar.

4.3.3. Analise termogravimétrica com calorimetria exploratoria diferencial e
espectrometria de massas (TGA-DSC-MS)

As anadlises termogravimétricas foram realizadas utilizando termobalanca
Netzsch STA 409 PC — Luxx para analise simultdnea de TG-DSC acoplado a um
espectrometro de massas Netzsch modelo QMS 403 C — Aedlos para a detecgao dos
gases liberados da amostra. Para a andlise foram utilizados aproximadamente 5 mg
de amostra, dispostas em porta amostra de alumina.

As amostras foram submetidas a uma taxa de aquecimento de 10 2C min' em
fluxo de ar sintético (80% Nz2e 20% Oz) de 100 cm® min™', e intervalo de temperatura
de 30 °C a 1000 °C, com fluxo de gas passando pela amostra de 50 mL min', de ar

sintético.

4.3.4. Espectroscopia vibracional Raman

As andlises de espectroscopia vibracional Raman foram conduzidas no
Laboratério de Nanoestruturas Plasménicas (LabNano), da Universidade Federal de
Juiz de Fora.

As membranas, previamente sintetizadas, foram dispostas em finas camadas
em uma superficie esterilizada e deixadas para secagem a temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas foram maceradas para posterior analise.

As andlises foram realizadas em Espectrémetro FT-Raman, modelo RFS-

100/S da Bruker Optics, utilizando laser Nd:YAG com excitacdo em 1064 nm. A
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poténcia utilizada foi de 100 mW, com resolucdo de 4 cm-! e 1024 scans.

4.3.5. Microscopia de luz

As analises de microscopia de luz foram realizadas utilizando um microscopio
estereoscopico (marca Physis) com aumento de 40 vezes e as imagens obtidas
foram registradas com camera de celular. Foi utilizado o software Imagej® para o
calculo da espessura dos revestimentos.

Os bulbilhos utilizados foram revestidos com os materiais hibridos
selecionados e entdo mantidos em temperatura ambiente por 24 h para completa
secagem do revestimento. Em seguida, foram feitas secgdes longitudinais nos
bulbilhos, a mao livre, com lamina de aco, para a observagdo dos revestimentos
formados a partir dos materiais hibridos sintetizados, com o auxilio de microscopio
estereoscoépico. Os cortes obtidos foram dispostos em papel quadriculado para

melhor visualizacéo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados séo apresentados em cinco subsec¢des, como disposto a seguir:
| — Efeito do revestimento dos bulbilhos de alho no indice de brotacéo e na formacao
da parte aérea e do sistema radicular das plantas.

Il — Efeito do revestimento dos bulbilhos de alho com fungicidas associados a materiais
organico-inorganicos sobre a inibicdo do crescimento micelial de  Stromatinia
cepivora.

lll — Avaliagdo da infestacdo de bulbilhos de alho por meio de discos de micélio de
Stromatinia cepivora presentes em solo

IV — Caracterizacao dos materiais hibridos orgéanico-inorganicos pela analise dos
resultados obtidos a partir das técnicas de DRXP (Difratometria de raios X em pd),
FTIR-ATR (Espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de
Fourier e acessério de reflectancia total atenuada), TGA-DSC-MS (Andlises
termogravimétricas), Espectroscopia Raman e Microscopia de luz.

V — Avaliagdo do efeito inibitério dos revestimentos contendo ativos fungicidas
incorporados em bulbilhos de alho cultivados em solo infestado pelo Stromatinia
cepivora.
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5.1. Efeito do revestimento dos bulbilhos de alho no indice de brotacao e na
formacao da parte aérea e do sistema radicular das plantas

Apés 15 dias do plantio, a partir do acompanhamento diario dos cultivares foi
possivel determinar os indices de brotacdo para cada um dos tratamentos. A Tabela
7 apresenta os indices de brotacao verificados a partir de cada tratamento.

Dentre os tratamentos utilizados para revestimento nos bulbilhos de alho
apresentados no tépico 4.2.1, cinco tratamentos foram descartados previamente ao
revestimento, uma vez que continham solugdes supersaturadas de Laponita® a 5%.
Como nao se completou a solubilizagdo, o uso das mesmas no revestimento dos
bulbilhos foi descartado, restando, portanto, 15 tratamentos que obtiveram resultados
satisfatérios em relagdo a cobertura dos bulbilhos e uniformidade dos revestimentos,
sendo logo, utilizados nos testes de germinacao. Os cinco tratamentos descartados

aparecem na Tabela 7 sem valores de indice de brotagao.

Tabela 7 - Composicao dos tratamentos e indices de brotacao dos bulbilhos de alho
revestidos.

Tratamentos  Filmes Composicao dos tratamentos Brg]tilggod(e% )
1 A1 Alginato de so6dio 2% 86
2 A2 Alginato de sodio 5% 43
3 A3 Carboximetilcelulose 1% 100
4 A4 Carboximetilcelulose 2% 100
5 A5 Laponita® 1% 100
6 A6 Laponita® 2% 100
7 A7 Laponita® 5% -
8 A8 Alginato de sédio 2% + Laponita® 1% 83
9 A9 Alginato de sédio 2% + Laponita® 2% 71
10 A10 Alginato de sédio 2% + Laponita® 5% -
11 A11 Alginato de sédio 5% + Laponita® 1% 29
12 A12 Alginato de sédio 5% + Laponita® 2% 86
13 A13 Alginato de sédio 5% + Laponita® 5% -
14 A14 Carboximetilcelulose 1% + Laponita® 1% 100
15 A15 Carboximetilcelulose 1% + Laponita® 2% 100
16 A16 Carboximetilcelulose 1% + Laponita® 5% -
17 A17 Carboximetilcelulose 2% + Laponita® 1% 86
18 A18 Carboximetilcelulose 2% + Laponita® 2% 100
19 A19 Carboximetilcelulose 2% + Laponita® 5% -
20 BR Sem revestimento 71

Analisando os dados da Tabela 7, as membranas que continham Laponita®
e/ou Carboximetilcelulose, em sua composicdo foram as que apresentaram o0s

maiores indices de brotacdo (variando de 86% a 100%). No entanto, também foi
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avaliada a uniformidade, viscosidade e escoamento na superficie dos bulbilhos,
previamente ao plantio, a fim de determinar as melhores membranas para incorporar,
posteriormente, os fungicidas para a realizacao das préximas etapas do trabalho.

Para isto, todos os revestimentos foram constituidos de argila Laponita®, dos
polimeros Alginato de sédio ou Carboximetilcelulose e de suas combinagdes, sendo
que as concentragdes dos tratamentos foram definidas a partir de testes preliminares
de revestimentos na superficie dos bulbilhos, bem como pela revisdo de trabalhos
como o de DAVILA; D’AVILA (2017), em que foram testadas concentracdes
semelhantes.

Com base nos maiores indices de brotacao e na uniformidade das membranas
sintetizadas, foram selecionados para experimentos posteriores os tratamentos
contendo alginato de sédio a 2% (A1), carboximetilcelulose a 2% (A4), alginato de

sbdio a 2% e Laponita® a 2% (A9) e carboximetilcelulose a 2% e Laponita® a 2% (A18).
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Figura 4 — Germinagao (4a) e comprimento de parte aérea (4b) de alho cultivar
lto revestido com: A1 = alginato de sodio a 2%, A4 = carboximetilcelulose a 2%, A9 =
alginato de sédio a 2% e Laponita®a 2%, A18 = carboximetilcelulose a 2% e Laponita®
a 2% e BR = Controle. (P < 0,05), (n=5).

Plantulas oriundas de bulbilhos revestidos com materiais organico-inorganicos
apresentaram maiores comprimentos da parte aérea em comparagao com o controle.
O revestimento de bulbilhos de alho com carboximetilcelulose a 2% e Laponita® a 2%
(A18) aumentou em 49,6% o crescimento da parte aérea em relacdo ao controle
(Figura 4b).

Em relagcao ao percentual de germinagéo, todos os bulbilhos revestidos com
os tratamentos carboximetilcelulose a 2% (A4) e carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® (A18) germinaram e se desenvolveram. A menor porcentagem de
germinagao entre as membranas selecionadas foi verificada no tratamento de alginato
de sddio a 2% e Laponita® a 2% (A9) e no controle, em que 29% dos bulbilhos ndo

germinaram.
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Este resultado sugere que a protegdo oferecida ao bulbilho por meio do
revestimento tenha corroborado no processo de germinagdo, bem como no
crescimento da parte aérea em relagcao aos bulbilhos de controle que nao receberam
nenhum tipo de tratamento. Como descrito na literatura, o revestimento de sementes
pode auxiliar significativamente no aumento do vigor da semente, refletindo no
crescimento dos cultivares e fornecendo protecdo a semente e a manutengédo da
cultura (ZENG; SHI, 2009).

5.2. Efeito do revestimento dos bulbilhos de alho com fungicidas associados a
materiais organico-inorganicos sobre a inibicido do crescimento micelial de
Stromatinia cepivora

A Tabela 8 apresenta as areas de crescimento micelial e as porcentagens de
inibicao de crescimento (PIC) para cada tratamento realizado.
Tabela 8 - Areas de coldnia e porcentagens de inibicdo de crescimento (PIC).

Fungicida Tratamentos = Composicao dos Area (cm?) PIC (%)
utilizado Tratamentos
- 11al14 Bulbilho de alho n&o tratado 192,05 0,0
- 21a24 Solucgéo de Alginato de 192,05 0,0
sédio a 2%
- 3.1a34 Solucao de 192,05 0,0
Carboximetilcelulose a 2%
- 41a44 Solucgéo de Alginato de 192,05 0,0
sddio a 2% e Laponita® a
2%
- 51a54 Solugéo de 192,05 0,0

Carboximetilcelulose a 2%
e Laponita® a 2%

Triadimenol 6.1a64 Bulbilho de alho ndo tratado 131,5 31,5

Triadimenol 71a74 Solugéo de Alginato de 133,7 30,4
sodio a 2%

Triadimenol 8.1a84 Solucgéo de 116,9 39,1
Carboximetilcelulose a 2%

Triadimenol 91a94 Solucgéo de Alginato de 161,5 15,9
sodio a 2% e Laponita® a
2%

Triadimenol 10.1a10.4  Solugao de 145,7 24 1

Carboximetilcelulose a 2%
e Laponita® a 2%

Boscalida 11.1al114 Bulbilho de alho nao tratado 192,05 0,0

Boscalida 12.1a12.4  Solucao de Alginato de 192,05 0,0
sédio a 2%

Boscalida 13.1a13.4  Solucao de 192,05 0,0

Carboximetilcelulose a 2%
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Boscalida 14.1a14.4  Solugcao de Alginato de 192,05 0,0
sodio a 2% e Laponita® a
2%

Boscalida 15.1a15.4  Solugao de 192,05 0,0

Carboximetilcelulose a 2%
e Laponita® a 2%

Tebuconazol 16.1a16.4  Bulbilho de alho ndo tratado 110,7 42,4

Tebuconazol 17.1a17.4  Solucéo de Alginato de 114,7 40,4
sodio a 2%

Tebuconazol 18.1a18.4  Solucéo de 88,0 54,2
Carboximetilcelulose a 2%

Tebuconazol 19.1a19.4  Solucao de Alginato de 141,2 26,5
sbdio a 2% e Laponita® a
2%

Tebuconazol 20.1a20.4  Solucéo de 68,3 64,5

Carboximetilcelulose a 2%
e Laponita® a 2%

Iprodiona 21.1a21.4 Bulbilho de alho ndo tratado 23,7 87,7
(Controle Positivo)
- 22 Placa de Petri contendo 0,5 99,8
meio BDA (Controle
Negativo)
- 23 Placa de Petri contendo 192,0 0,00

meio BDA e disco de
micélio (Controle Negativo)
- 24 Placa de Petri contendo 0,00 100,0
meio BDA e bulbilho de
alho nao tratado (Controle
Negativo)

Segundo os dados dispostos na Tabela 8, os bulbilhos de alho revestidos
apenas com os materiais hibridos organico-inorganicos, sem a presencga de fungicidas
nao inibiram o crescimento micelial de S. cepivora (Tabela 8). Da mesma forma,
nenhuma inibicdo foi observada a partir dos revestimentos contendo o fungicida
Boscalida (Tabela 8), o que pode estar relacionado a baixa concentracao utilizada (4,6
mg/L) e sua baixa fixagdo nos revestimentos em que foi incorporado.

Os bulbilhos de alho analisados no controle positivo com o ativo fungicida
Iprodiona apresentaram efeito inibitério de 87,7% utilizando para o tratamento dos
bulbilhos a dose comercial de 1 kg de produto para 100 kg de bulbilhos,
proporcionalmente. Dentre os tratamentos utilizados, o revestimento contendo
carboximetilcelulose a 2%, Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L foi o que
apresentou a maior porcentagem de inibicao de crescimento - PIC (64,5%), bem como
menor area de colonia de S. cepivora (68,3 cm?), tendo um comportamento inibitorio

significativo tendo em vista a baixa concentragdo de ativo fungicida adicionado ao
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revestimento (36 mg/L).

Além disso, os tratamentos a base do ativo tebuconazol foram os que
obtiveram maiores porcentagens médias de inibicdo do crescimento micelial e
permitiram menor crescimento médio dos discos de micélio nas placas em relacéo aos
demais ativos fungicidas testados. Isso se deve, ao carater antifungico do
tebuconazol, fungicida triazdlico muito utilizado para o controle do S. cepivora na
familia Allium (MARIN et al, 2013). Segundo Domingos et al. (2018), comparando
resultados do uso de tebuconazol com outros fungicidas em testes de inibicdo de
crescimento micelial, constatou-se que o tebuconazol apresentou maior eficiéncia
inibitdéria 0 que pode estar relacionado com a estrutura molecular do ativo.

A Figura 5 apresenta a analise descritiva por graficos tipo “boxplot” dos
tratamentos utilizados no teste de inibicdo de crescimento micelial em relagdo a area

de col6nia observada ao final do experimento.
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Figura 5 — Grafico tipo “boxplot” sobre os tratamentos utilizados no teste de
inibicdo de crescimento micelial e a area de coldénia observada ao final do
experimento.

Observando a Figura 5, é possivel confirmar que o revestimento de
carboximetilcelulose a 2%, Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L foi o que
apresentou maior efeito inibitorio para o crescimento micelial do S. cepivora, seguido
pelos revestimentos de carboximetilcelulose a 2% e tebuconazol a 36 mg/L (54,2%) e

alginato de sédio a 2% e tebuconazol a 36 mg/L (40,4%).
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Ja os revestimentos contendo os ativos Triadimenol apresentaram
similaridade nos resultados de inibicdo, sendo verificado um crescimento micelial
superior a 50% de area de colénia em todas as amostras, tendo um percentual de
inibicdo de crescimento micelial médio de 28,2%.

A Figura A.1, no apéndice A apresenta as placas dos tratamentos que
apresentaram os maiores resultados de PIC e o controle positivo realizado com o ativo
iprodiona, todos, ao final do teste de inibicdo de crescimento micelial. Uma das placas
de repeticdo do tratamento 20 (carboximetilcelulose a 2%, Laponita® a 2% e
tebuconazol a 36 mg/L) apresentou contaminagao pelo fungo Penicillium sp., o que
impediu seu registro.

Cabe lembrar que a concentracao utilizada do ativo tebuconazol na sintese
dos revestimentos (36 mg/L) foi 5555,5 vezes inferior a utilizada comercialmente (200
g/L). Sendo assim, caso comprovado seu comportamento inibitério em bioensaios, o
estudo desta concentracdo de ativo aplicado em materiais hibridos organico-
inorganicos pode sugerir uma possivel reducdo da dose utilizada do produto

comercial.

5.3. Avaliacao da infestacao de bulbilhos de alho por meio de discos de micélio
de Stromatinia cepivora presentes em solo

O teste de patogenicidade foi realizado com o objetivo de verificar a incidéncia
da doenca Podridao Branca em condicdes favoraveis para o fungo, estabelecidas em
camara BOD, utilizando solo infestado com discos de micélio na concentracdo de 5
esclerédios/100 g de solo utilizando sementes de cebola (Allium cepa L.) e bulbilhos
de alho (Allium sativum L.) sem quaisquer tratamentos prévios.

O teste foi finalizado assim que se perceberam sintomas caracteristicos da
Podriddo Branca, em 08 plantulas de Allium sativum L, sendo elas, tanto provenientes
de solo infestado com discos de micélio de S. cepivora, quanto de solo sem adicéao
dos esclerddios, o que permite concluir que os bulbilhos ou o proprio solo utilizado
estivessem contaminados com S. cepivora antes do preparo do experimento.

Entre os sintomas caracteristicos da doenca, alguns deles sdo o
amarelecimento e morte das folhas mais velhas, apodrecimento dos bulbos, presenca
de esclerédios, ou seja, pontos enegrecidos na superficie dos bulbos e no
pseudocaule, bem como a facilidade com que as plantulas se desprendem do solo
assim que a doenca as acomete (REIS; OLIVEIRA, 2013).
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Na Figura 6, os pontos escuros evidenciados pelas setas vermelhas indicam

os esclerddios desenvolvidos na superficie dos bulbilhos.
T - . ."f‘

-
Figura 6 — Bulbilhos e raizes acometidos pelo S. cepivora durante teste de
infestacao.

5.4. Caracterizacao dos Materiais Hibridos Organico-Inorganicos

Dentre as membranas hibridas sintetizadas e descritas na Tabela 4 foram
selecionadas aquelas que apresentaram maior inibicdo de crescimento micelial de S.
cepivora para a realizagcédo da caracterizagao dos revestimentos. Além delas, avaliou-
se também as membranas produzidas sem incorporacdo de fungicidas (controles).

5.4.1. Analises por difracao de raios X no p6 (DRXP)

A técnica Difracao de Raios X no Pé (DRXP) permitiu a identificacdo de fases
cristalinas nos materiais hibridos organico-inorganicos sintetizados bem como a
avaliacao do processo de esfoliagdo, analisando o arranjo estrutural no interior das
lamelas. Ou seja, a partir da difratometria de raios X é possivel inferir sobre a
esfoliagdo do material tomando como premissa que o grau de organizacéo do sélido
esfoliado é muito inferior ao observado nos sélidos lamelares precursores (SILVERIO,
2009).

Nos difratogramas da argila Laponita® pura (Figuras 7b, 8b, 9b e 10b)
observa-se a presenca um pico largo, referente a difragdo do plano de atomos (001),
em 20 igual a 6,78°. A largura apresentada por este pico é justificada pela baixa
organizagdo estrutural na diregdo (eixo ¢) de empilhamento das lamelas da
Laponita®(PINTO, 2016; GONZAGA, 2020). Segundo Baumhardt Neto (2003), os
materiais com baixa cristalinidade geram picos pequenos e largos no difratograma.

Nos difratogramas do polimero carboximetilcelulose sédica (Figuras 8c e 10c)
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ha um pico caracteristico do polimero na regiao de 26 igual a 20° (BURGARDT, 2012).
Ja o alginato de sddio apresenta estrutura amorfa, caracterizada pela auséncia de
picos de difracdo e a presenca de uma alta linha de base, como evidenciado nas
Figuras 7c e 9c. Ambos os compostos, alginato de sodio e a carboximetilcelulose
sbdica, apresentaram carater predominantemente amorfo, ao ndo ser possivel
observar picos caracteristicos de fases cristalinas (Figuras 7c,d,e; 8c,d,e; 9c,d,e; 10
c,d,e).

Nos difratogramas 7(d), 7(e), 8(d), 8(e), 9(d), 9(e), 10(d) e 10(e), sao
observados picos de alta cristalinidade, assinalados pelo simbolo (*), caracteristicos
da presenga de aluminio metalico proveniente do porta-amostra do equipamento
(GOMES, 2021). Também ¢é perceptivel diminuicdo da intensidade dos picos
caracteristicos dos materiais precursores, possivelmente em razdo do efeito de
diluicdo da matriz polimérica e da interagdo entre os componentes do revestimento.
Tal ocorréncia pode ser ilustrada pela redugao dos picos referentes a Laponita® pura,
carboximetilcelulose sddica e triadimenol (Figura 8d).

Outra possibilidade para o0 nao aparecimento dos picos de difracdo de
tebuconazol e triadimenol nos difratogramas dos materiais hibridos, pode ser
justificada por uma interagdo destes com os demais precursores das membranas, o
que justificaria a mudanca encontrada nos perfis dos espectros Raman (apresentados
posteriormente) (SANTOS, 2002; POFFO, 2012).

Nos difratogramas das Figuras 7(a) e 8(a) para o triadimenol sdo observados
inimeros picos de difracdo, principalmente na regido 26 entre 5° e 45°. Como visto no
tebuconazol, os picos sédo intensos com uma estreita relacado na largura na meia altura,
caracteristica de materiais cristalinos. Nos difratogramas das Figuras 7(d), 7(e), 8(d)
e 8(e), em que ha a mistura de triadimenol com os demais precursores, 0s picos de

difracdo foram menores e mais alargados, caracteristicos de materiais amorfos.
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Figura 7 — Difratogramas para (a) triadimenol; (b) Laponita®; (c) alginato de
sodio; (d) Membrana composta por alginato de sddio a 2%, Laponita® a 2% e
triadimenol a 62 mg/L; (e) Membrana composta por alginato de sédio a 2% e

triadimenol a 62 mg/L.
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Figura 8 - Difratogramas para: (a) triadimenol; (b) Laponita®; (c)

carboximetilcelulose sodica; (d) Membrana composta por carboximetilcelulose sddica
a 2%, Laponita® a 2% e triadimenol a 62 mg/L; (e) Membrana composta por
carboximetilcelulose s6dica a 2% e triadimenol a 62 mg/L.



54

(e)

—
— %

{001)

(@)

Intensidade (cps)
e

©)

oo
—
o

=
[as It e ] oo

Lo (b)

Jlbw i
i’\AA.
10 2

I 1 I I
0 30 40 50 60 70

(001
(005)
1
2

26 (graus)

Figura 9 — Difratogramas para: (a) tebuconazol; (b) Laponita®; (c) alginato de
sédio; (d) Membrana composta por alginato de sédio a 2%, Laponita® a 2% e
tebuconazol a 36 mg/L; (e) Membrana composta por alginato de sbédio a 2% e
tebuconazol a 36 mg/L.
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Figura 10 — Difratogramas para:: (a) tebuconazol; (b) Laponita®; (c)
carboximetilcelulose sédica P.A.; (d) Membrana composta por carboximetilcelulose
sodica a 2%, Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L; (e) Membrana composta por
carboximetilcelulose sodica a 2% e tebuconazol a 36 mg/L.

Os difratogramas do fungicida tebuconazol (Figuras 9a e 10a) apresentam
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picos bem definidos caracteristicos da cristalinidade do composto. Os principais picos
de difragéo ocorrem em 20 no intervalo entre 15° e 45°. Nos difratogramas das Figuras
9(d), 9(e), 10(d) e 10(e), cujos compostos possuem o ativo presente na composicao,
os picos de difracdo caracteristicos do tebuconazol e dos demais precursores
desaparecem, o que evidencia a possibilidade de amorfizacdo dos materiais
sintetizados e, ou, baixa concentragéo dos ativos no filme, inviabilizando a deteccéo
das fases cristalinas dos fungicidas nas membranas poliméricas em que foram

incorporados.

5.4.2. Analises por espectrofotometria de absorcao molecular na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier e acessoério de reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Os espectros FTIR-ATR foram discutidos separadamente em relacdo ao
fungicida incorporado aos materiais hibridos e aos materiais precursores utilizados
para na composi¢cao das membranas sintetizadas. Na Tabela 9 sdo apresentadas as
atribuicbes das bandas nos espectros de FTIR-ATR dos materiais precursores
utilizados.

Tabela 9 - Atribuicao de bandas para os precursores Carboximetilcelulose, Laponita®
e Alginato de sédio presente nas membranas.

Carboximetilcelulose Sédica Laponita® Alginato de sédio
Ligacao N? de onda Ligacao N? de onda Ligacao N? de onda
(cm™) (cm™) (cm™)
O-H 3416 Mg-OH 3675 O-H 3401
C-H 2900 O-H 3438 -CH: 2928
COO-assim. 1609 O-H 1641 COO-assim. 1597
Cc-0 1414 Si-O 960 COO- sim. 1406
C-O 1320 Mg-OH-Mg 652 -CO 1298
C-O0 1288 Si-O-Mg/ 425 CO-Cmanur. 1079
C-OH 1070 Si-O-Si 425 -CO guiur. 1018
C-H 896 - - -CO aul 809
gulur.

Disponivel em:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/5152720/mod_resource/content/1/TABELA%20DE%20VALO
RES%20DE%20ABSOR%C3%87%C3%830%20N0%20INFRAVERMELHO.pdf. Acesso em: 05
nov. 2021.

Nos espectros do alginato de sodio é verificada uma banda ampla de
intensidade média na regido de 3401 cm™ que corresponde a presenca de ligagoes -
OH na estrutura do polimero (Figuras 11c e 13c) (SAO PAULO, 2021). A banda na
regido de 2928 cm™ estd associada a vibragcdes de alongamento de -CHo.
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Respectivamente, as bandas nas proximidades de 1597 cm™ e 1406 cm™ sdo
caracteristicas de vibragdes assimétricas e simétricas de alongamento do grupo COO
(XIAO, 2014). A banda em 1298 cm' se refere a vibragdes de estiramento de ligagoes
-CO. Ja as bandas em 1079 cm™ e 1018 cm', s&o caracteristicas de vibragdes de CO
e CO-C presentes nos monémeros manurdnico e gulurdnico, respectivamente. Por
fim, em 809 cm™' uma banda caracteristica da presenca de monémeros de acido
gulurdnico na estrutura do alginato de sédio, também é observada (DERKACH et al.,
2019; GOMES, 2021).

Nos espectros FTIR-ATR da Laponita ® se observa uma banda de absorgao
em 3675 cm™' com baixa intensidade, caracteristica de vibragdes de alongamento de
grupos MgOH (Figuras 11b, 12b, 13b e 14b). As bandas localizadas em 3438 cm™' e
1641 cm™ correspondem as vibragbes de alongamento caracteristicas de grupos
hidroxila (OH’) na molécula da Laponita®, correspondentes as moléculas de agua
adsorvidas pela argila no processo de hidratacdo. Uma banda de forte intensidade
evidenciada em 960 cm™', corresponde as vibragdes de alongamento das ligagdes Si-
O presentes na molécula. Em 652 cm™', uma banda de intensidade média ocorre
devido a presenca de vibragbes de alongamento caracteristicas de ligagdes do tipo
Mg-OH-Mg na estrutura. Por fim, uma banda em 425 cm' é atribuida a presenca de
ligagdes do tipo Si-O-Mg e Si-O-Si pela estrutura devido a proximidade e sobreposicao
das bandas no espectro (PALKOVA et al., 2010; GOMES, 2021).

Os espectros de triadimenol apresentam uma banda forte em 3315 cm™
(Figuras 11a e 12a), caracteristica da presenca de heteroaromatico na estrutura, uma
vez que o cloro esta diretamente ligado ao anel aromatico na molécula de triadimenol,
além de nitrogénios ciclicos na composigcao da molécula. Na regido de 2959 cm', uma
banda de média intensidade evidencia a presenca de carbonos alifaticos na estrutura.
O triadimenol é um fungicida da classe dos triazbis, com estrutura caracterizada pela
presenca de ligagdes ciclicas compostas por nitrogénios, apresentando, portanto, uma
forte banda em 1489 cm' (ARANA et al., 2008). Por se tratar de um éter aromatico,
uma banda de intensidade forte é evidenciada em 1232 cm' e outra em 1015 cm™,
caracteristicas da presenca de ligacdes C-O em éteres (SAO PAULO, 2021). Devido
as duas substituicdes no anel aromatico serem na posicao para, verifica-se uma banda
de intensidade forte em 823 cm™' (SAO PAULO, 2021).
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Figura 11 — Espectros FTIR-ATR para: (a) triadimenol P.A.; (b) Laponita®.; (c)
alginato de sodio; (d) Membrana composta por alginato de sodio a 2%, Laponita® a
2% e triadimenol a 62 mg/L; (e) Membrana composta por alginato de sédio a 2% € a
62 mg/L. triadimenol.
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Figura 12 — Espectros FTIR-ATR para (a) triadimenol; (b) Laponita®; (c)
carboximetilcelulose sodica; (d) Membrana composta por carboximetilcelulose sédica
a 2%, Laponita® a 2% e triadimenol a 62 mg/L; (e) Membrana composta por
carboximetilcelulose sodica a 2% e triadimenol a 62 mg/L.
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Figura 14 — Espectros FTIR-ATR para: (a) tebuconazol; (b) Laponita®; (c)
carboximetilcelulose sodica; (d) Membrana composta por carboximetilcelulose sddica
a 2%, Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L; (e) Membrana composta por
carboximetilcelulose sodica a 2% e tebuconazol a 36 mg/L.

Nos espectros de carboximetilcelulose sédica, a forte banda em 3416 cm-

indica vibragdes de estiramento de ligagbes -OH. intra e intermoleculares das

moléculas de carboxilmetilcelulose (Figuras 12c e 14c). Na regido de 2900 cm,
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verifica-se uma banda de intensidade baixa caracteristica de ligacoes C-H (TONG;
XIAO; LIM, 2008). J& a banda de forte intensidade na regido de 1609 cm™' ocorre
devido a presenca carboxilado de sodio (COO Na*) na molécula (LIl et al., 2002). As
bandas vizinhas em 1414 cm™ e 1320 cm™ sdo caracteristicas da presenca de
ligagées C-O nos grupos de acidos carboxilicos da molécula (SAO PAULO, 2021). A
banda larga de média intensidade na regido de 1070 cm™' caracteriza-se pela ligacéo
entre C-OH e em 896 cm'', por ligagdes de C-H (BURGARDT, 2012).

Os espectros FTIR-ATR do tebuconazol indicam vibracoes relacionadas a
presenca de ligagdo -OH na molécula na regido de 3291 cm™ (Figuras 13e,
14e)(CAMPOQOS et al., 2015). Também apresentam estiramentos de ligagées C-H com
o anel aromatico em 3137 cm™' e estiramentos simétricos referentes a grupos metil (-
CHzs) na banda em 2975 cm™" (MARTINS, 2014). Na regido de 1509 cm™! ocorre uma
vibragdo caracteristica de ligacdo entre anel benzeno e ligacbes de carbonos
(CAMPOS et al., 2015; QIAN et al., 2013). A banda forte evidenciada em 1486 cm™!
se refere a vibragao dos carbonos presentes no anel aromatico, fenémeno conhecido
como skeleton vibration (QIAN et al., 2013).

5.4.3. Andlise termogravimétrica com calorimetria exploratéria diferencial e
espectrometria de massas (TGA-DSC-MS)

As andlises termogravimétricas foram utilizadas para a verificacdo das
mudancas fisicas e quimicas registradas nos materiais hibridos durante o programa
de controle de temperatura estabelecido.

As curvas TG-DSC-MS estao apresentadas nas Figuras 15, 16,17 e 18, e séo
referentes as membranas com os polimeros alginato de sédio e carboximetilcelulose
sodica com os fungicidas triadimenol e tebuconazol incorporados.

A Figura 15 apresenta o grafico de TG-DSC-MS para a amostra de filme de
alginato de sédio a 2% e triadimenol a 62 mg/L. E possivel notar iniimeros eventos de
decomposicao de massa. Entre a temperatura ambiente e 200°C é possivel notar uma
decomposicdo de massa de aproximadamente 10%, nesta faixa de temperatura a
curva DSC mostra a presenca de um evento endotérmico, caracteristico do alginato
de sodio (LIMA, 2006) e a curva de massas apresenta a perda de H20 (m/z = 18).
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Figura 15: TG-DSC-MS - Amostra de filme de alginato de sodio a 2% e
triadimenol a 62 mg/L

Os eventos mais pronunciados ocorrem entre as temperaturas de 200 °C até
500 °C e de 500 °C até 700 °C. Entre 200 °C e 500 °C a perda de massa foi de
aproximadamente 42%, nesta faixa de temperatura, a curva DSC apresenta eventos
exotérmicos de baixa intensidades onde, por meio das curvas de massas, € possivel
notar a liberacdo de H20 (m/z = 18) e CO2 (m/z = 44), este ultimo bastante intenso
devido a decomposicao dos compostos organicos do polimero e do ativo. Entre 500°C
e 700°C a perda de massa foi de aproximadamente 15%, com a ocorréncia de um
evento exotérmico, com a liberacdo de CO2, como pode ser verificado na curva de
massas (m/z = 44). Nesta faixa esta a temperatura de fusdo para o filme de alginato
de sodio a 2% e triadimenol a 62 mg/L.

A Figura 16 apresenta o grafico de TG-DSC-MS para a amostra de filme de
carboximetilcelulose sédica a 2% e triadimenol a 62 mg/L. Como na Figura 15,
também sdo observados diversos eventos de decomposicdo de massa. Entre a
temperatura ambiente e 200 °C, a decomposicao de massa € de aproximadamente
10%, nesta faixa de temperatura a curva DSC evidenciando evento endotérmico.
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Figura 16: TG-DSC-DTG-MS - Amostra de filme de carboximetilcelulose
sodica a 2% e triadimenol a 62 mg/L.

Os demais eventos nas temperaturas de 200 °C até 400 °C e de 500 °C até
600 °C, séo caracteristicos da liberagcdo de matéria organica, devido processos de
oxidacao e/ou decomposicao, que podem estar relacionados a presenca do polimero
carboximetilcelulose sddica (SILVA, 2016). Entre 200 °C e 400 °C a perda de massa
foi de aproximadamente 40%, nesta faixa de temperatura, a curva DSC apresenta
eventos exotérmicos de baixa intensidades onde, por meio das curvas de massas, é
possivel notar a liberagdo de H20 (m/z= 18) e CO2 (m/z = 44), este ultimo com forte
intensidade devido a decomposi¢ao dos compostos organicos do polimero e do ativo.
Entre 500 °C e 600 °C a perda de massa foi de aproximadamente 20%, com a
ocorréncia de um evento endotérmico, com a liberacdo de H20e de COz, como pode
ser verificado, respectivamente, nas curvas de massas (m/z= 18) e (m/z = 44).

A Figura 17 apresenta o gréafico de TG-DSC-MS para a amostra de filme de
alginato de sédio a 2% e tebuconazol a 36 mg/L. Entre a temperatura ambiente e 200
°C é possivel notar, uma decomposicdo de massa de aproximadamente 10%, nesta
faixa de temperatura a curva DSC mostra a presenga de um evento endotérmico,
caracteristico do alginato de sédio (LIMA, 2006). Os eventos mais significativos
ocorreram entre as temperaturas de 200 °C até 300 °C e de 550 °C até 650 °C. Entre
200 °C e 300 °C a perda de massa foi de aproximadamente 35%, nesta faixa de
temperatura, a curva DSC apresenta eventos endotérmicos de baixa intensidades

onde, por meio das curvas de massas, € possivel notar a liberacdo de H20 (m/z = 18)
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e CO2 (m/z = 44), este Ultimo novamente com forte intensidade devido a
decomposicao polimérica nas membranas. Entre 550 °C e 650 °C a perda de massa
foi de aproximadamente 25%, com a ocorréncia de um evento endotérmico, com a
liberacao de H20Oe de COz2, como pode ser verificado, respectivamente, nas curvas de
massas (m/z = 18) e (m/z = 44). E possivel verificar, que como em Lisboa (2011), a
presenca do alginato no filme gera 4 eventos de perda de massa.
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Figura 17: TG-DSC-DTG-MS - Amostra de filme de alginato de sédio a 2% e
tebuconazol a 36 mg/L.

A Figura 18 apresenta o grafico de TG-DSC-MS para a amostra de filme de
carboximetilcelulose sodica a 2% e tebuconazol a 36 mg/L. Entre a temperatura
ambiente e 200 °C é possivel notar, uma decomposicdo de massa também de
aproximadamente 10% e na faixa de temperatura na curva DSC, um evento
exotérmico. Os eventos mais expressivos estao nas temperaturas de 200 °C até 300
°C e de 500 °C até 600 °C. Entre 200 °C e 300 °C a perda de massa foi de
aproximadamente 40%, nesta faixa de temperatura, a curva DSC apresentando
eventos endotérmicos de baixa intensidades onde, por meio das curvas de massas, €
possivel também notar a liberacado de H20 (m/z = 18) e CO2 (m/z = 44), esta ultima,
caracteristica da decomposicao polimérica nas membranas. Entre 500 °C e 600 °C a
perda de massa foi de aproximadamente 30%, com a ocorréncia de um evento
endotérmico intenso e liberacdo de H20e de CO2, como pode ser verificado,

respectivamente, nas curvas de massas (m/z = 18) e (m/z = 44).
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Figura 18: TG-DSC-DTG-MS - Amostra de filme de carboximetilcelulose
sodica a 2% e tebuconazol a 36 mg/L.

De modo geral, as curvas apresentadas nos termogramas revelaram tanto as
membranas sintetizadas com alginato de sédio como as com carboximetilcelulose
sbdica apresentaram dois grandes eventos de decomposi¢do importantes cada um,
durante o programa de aquecimento realizado (de 30 °C a 1000 °C).

O primeiro evento apresentou-se entre 200 e 300 °C, caracteristico da
decomposicao de compostos por volatilizacdo. A partir da analise pelo espectrdmetro
de massas acoplado, foi possivel sugerir, a partir da massa molar encontrada
(m/z=18) que houve a perda de moléculas de dgua da amostra como produtos desta
decomposicdo. Nesta etapa, houve perda de aproximadamente 40% da massa das
amostras analisadas.

O segundo evento observado ocorreu no intervalo entre 500 e 700°C,
caracteristico da decomposicao de “negro de fumo”. Pela massa molar evidenciada
pelo espectrdmetro de massas, m/z=44, houve perda de moléculas de CO2em ambas
as estruturas dos polimeros, nesse intervalo de temperatura. Também neste intervalo,
houve perda de aproximadamente 30% em massa das amostras analisadas.

Analisando as curvas obtidas por DSC — Calorimetria Exploratéria Diferencial,
verificou-se que o fluxo de calor foi predominantemente endotérmico, ou seja, o calor
é fornecido para a amostra para manter nula a diferenca de temperatura entre a
amostra e a referéncia.

As curvas DTG apresentadas indicaram as temperaturas de inicio das reacoes
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de decomposi¢do e os instantes em que as velocidades de reagdo se tornaram
maximas durante o processo. Como é visto nas imagens evidenciadas nas figuras
15,16,17 e 18, 0s picos agudos das curvas DTG ocorreram nas mesmas temperaturas
dos principais eventos de decomposicao apresentados nas curvas TG.

A partir de 700 °C houve a etapa de decomposi¢ao dos residuos, em que se
ocorre geralmente a formagéao dos 6xidos de zinco e aluminio.

A partir das curvas termogravimétricas foi possivel avaliar a estabilidade
térmica dos materiais constituintes, o teor de 4gua nos compostos e a determinacao

da composicao quimica das amostras.

5.4.4. Analises por espectroscopia vibracional Raman

A espectroscopia vibracional Raman foi utilizada para a caracterizagdo dos
materiais hibridos sintetizados através do espalhamento inelastico da luz. A diferenca
de energia entre o féton incidente e o féton espalhado corresponde a um quantum de
energia vibracional da molécula. Esta técnica permite a identificacdo de componentes
e a caracterizagcao de interacbes intermoleculares através dos valores de frequéncia
das bandas vibracionais no espectro Raman.

O espectro Raman da Laponita® pura apresenta uma banda de forte
intensidade em 684 cm' devido as vibragdes simétricas das redes de SiO4 presentes
na estrutura da argila sintética (Figuras 19b, 20b, 21b e 22b) (CUNHA et al., 2017).
Outras bandas de menor intensidade sdo observadas no espectro da Laponita®
como, por exemplo, em 1087 cm-', associada a presenca de ligagbes assimétricas
Si-O; 362 cm!, proveniente de modos vibracionais caracteristicos de ligagdes Si-O
e Mg-O e 188 cm, oriunda de vibragbes de grupos MgLiOs, presentes na
intercamada octaédrica da argila (ITURRIOZ-RODRIGUEZ et al., 2021).

Os espectros dos materiais hibridos apresentam a banda em 684 cm™,
caracteristica da Laponita® confirmando a presenca da argila (Figuras 19d, 21d e
22d).
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Figura 19 — Espectros Raman para: (a) triadimenol P.A.; (b) Laponita® P.A_;
(c) alginato de sdédio P.A.; (d) membrana composta por alginato de sédio a 2%,
Laponita® a 2% e triadimenol a 62 mg/L; (e) membrana composta por alginato de sddio
a 2% e triadimenol a 62 mg/L.
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Figura 20 — Espectros Raman para: (a) triadimenol P.A.; (b) Laponita® P.A_;

(c) carboximetilcelulose  Sédica P.A.; (d) membrana composta por

carboximetilcelulose sddica a 2%, Laponita® a 2% e triadimenol a 62 mg/L; (e)
membrana composta por carboximetilcelulose sbédica a 2% e triadimenol a 62 mg/L.

O espectro Raman do triadimenol é apresentado nas Figuras 19(a) e 20(a).

Como o triadimenol também pertence ao grupo quimico dos triazdis, uma banda de

forte intensidade é esperada entre 1500 cm™ e 1600 cm™', como visto no ativo

tebuconazol. Assim, em 1596 cm™', se verifica uma banda referente as ligacoes
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ciclicas de nitrogénio. O ativo também apresenta bandas de forte intensidade entre
1200 cm™ e 1300 cm’', caracteristicas do éter aromatico presente na estrutura. Na
regido de 1373 cm™' se verifica a presenca de uma banda de intensidade forte
caracterizada pela posicao -para das substituicoes do anel aromatico do triadimenol.
Também se verificam outras bandas caracteristicas do ativo em 1120 cm™' e no
intervalo de 950 cm™' a 600 cm™' (BURGER; VAN DER BOOM, 2000).

O espectro Raman do polimero alginato de sédio apresentado nas Figuras
19(c) e 21(c), possui duas bandas, em 1416 cm™ e 1614 cm™', caracteristicas de
vibragbes de estiramento das ligages carboxilicas COO". Em 1096 cm™!, uma banda
de forte intensidade evidencia a presenca de vibragdes de estiramento C-C, ligagdes
glicosidicas C-O-C e vibragbes de estiramento simétricas conhecidas como “ring
breathing” (CAMPOS-VALLETTE et al., 2010).

Nos espectros 19(d), 19(e), 21(d) e 21(e), € possivel observar bandas nas
proximidades de 1600 cm™', 1400 cm™ e 1100 cm™' referente a presenca do alginato
de sodio apos a sintese dos materiais hibridos. A banda 1614 cm', na Figura20(c),
sofreu um deslocamento para 1608 cm™ quando observada em 19(e). Isso pode ser
justificado pelas interacbes moleculares entre o polimero e o ativo fungicida
triadimenol. O mesmo foi observado no espectro da Figura 21(c), com a banda 1614
cm™ que se deslocou para 1594 cm™ na Figura 21(e), em relagédo a interagdo do
alginato de sédio com o ativo fungicida tebuconazol.

Da mesma forma, na Figura 21(d) foi observado o aparecimento da banda em
1052 cm', referente a um deslocamento da banda original, 1096 cm™', presente em
21(c). Este deslocamento pode estar associado a um enfraquecimento das ligagdes
glicosidicas C-O-C e as interacdes entre alginato de sodio, Laponita®e tebuconazol
(SCHMID et al., 2008).

A espectro Raman para a carboximetilcelulose sédica € apresentado nas
Figuras 20(c) e 22(c), com bandas caracteristicas das ligagdes também verificadas
na molécula do alginato de sédio, como os modos vibracionais de alongamento
simétrico e assimétrico do ion carboxilato, respectivamente, verificadas em 1415 cm-
e 1599 cm'. Da mesma forma, uma banda em 1099 cm-! evidencia a presenca de
vibragdes de alongamento C-C, ligagdes glicosidicas C-O-C e as vibracdes de
estiramento simétricas de “ring breathing” (CAMPOS-VALLETTE et al., 2010).
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Figura 21 — Espectros Raman para: (a) tebuconazol P.A.; (b) Laponita® P.A_;
(c) alginato de sbédio P.A.; (d) membrana composta por alginato de sédio a 2%,
Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L; (e) membrana composta por alginato de
sédio a 2% e tebuconazol a 36 mg/L.
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Figura 22 — Espectros Raman para: (a) tebuconazol P.A.; (b) Laponita® P.A.;
(c) carboximetilcelulose sodica P.A.; (d) membrana composta por carboximetilcelulose
sodica a 2%, Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L; () membrana composta por
carboximetilcelulose sodica a 2% e tebuconazol a 36 mg/L.

O espectro Raman do tebuconazol é apresentado nos nas Figuras 21(a) e

22(a). As bandas caracteristicas do fungicida estdo reunidas na regidao entre 1590

cm e 1800 cm™'. Nos espectros aqui apresentados, uma banda de forte intensidade

em 1596 cm™ evidencia a presenca do composto (MARTINS, 2014). A banda entre

1500 cm? e 1600 cm™ é caracteristica do grupo dos triazdis, compostos
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heterociclicos formados pela presenca de 3 atomos de nitrogénio em um mesmo
nucleo ciclico (FREITAS et al., 2011).

Como foi dito anteriormente, os fungicidas foram incorporados aos materiais
hibridos em doses muito baixas em comparacao aquelas utilizadas no uso comercial.
Portanto, apesar da auséncia de sinal Raman referente as moléculas dos fungicidas
nos espectros dos materiais hibridos, provavelmente pela baixa concentragédo destes
nos compdsitos, mudancas nos perfis dos espectros das membranas sintetizadas
contendo fungicidas foram observadas em relacdo aqueles sem fungicidas. Essas
mudancas sutis nos perfis sugeriram que, mesmo que os fungicidas estivessem em
baixas concentracdes, havia interacédo entre os ativos fungicidas e os polimeros nas
membranas.

Dessa forma, esta técnica permitiu também a confirmacao das interacoes

entre os precursores dos materiais hibridos organico-inorgéanicos e dos fungicidas
incorporados a partir da analise dos espectros dos compostos P.A. (concentragdo

pura para analise) e pos-sinteses.

5.4.5. Analises por microscopia de luz

As anadlises foram realizadas em bulbilhos de alho previamente revestidos
com membranas a base do polimero carboximetilcelulose e a Laponita®, conforme
descrito na Tabela 6 do item 4.2.7. Os tratamentos a base do polimero
carboximetilcelulose foram selecionados para melhor visualizacdo da membrana
formada, uma vez que os tratamentos a base do polimero alginato de sodio
apresentaram membranas menos espessas € mais aderidas a superficie dos
bulbilhos, o que dificultaria sua visualizacao.

Na Figura 23 sao apresentadas as imagens feitas dos bulbilhos a partir do
estereomicroscopio. Como € possivel verificar na Figura 23(a), o revestimento com
carboximetilcelulose confere um aspecto de brilho a superficie da semente

(OLIVEIRA et al., 2007).
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Figura 23 — Imagens dos revestimentos em estereomicroscopio (ampliacao de
40 vezes o tamanho real): (a) Bulbilho revestido com membrana a base de
Carboximetilcelulose a 2% e Laponita® a 2%; (b) Bulbilho revestido com membrana a
base de Carboximetilcelulose a 2%, Laponita® a 2% e solugdo de Triadimenol a 62
mg/L; (c) Bulbilho revestido com membrana a base de Carboximetilcelulose a 2% e
Laponita® a 2% e solugdo de Tebuconazol a 36 mg/L; (d) Bulbilho revestido com
membrana a base de Carboximetilcelulose a 2% e Laponita® a 2% e solugdo
combinada de Triadimenol a 62 mg/L e Tebuconazol a 36 mg/L.

A partir das imagens com o auxilio do software Imagej®foi realizada a medigéo
da espessura do revestimento. Os filmes apresentaram espessura média de 67,5
+11,5 pm. A espessura do revestimento esta relacionada com a quantidade de
substancias soélidas presentes na composicdo do filme, assim quanto maior a
presenca de sélidos, maior a espessura observada no revestimento (MOHAMMADI,
KAMKAR, MISAGHI, 2018).

Em Santos (2021), sdo apresentados valores de espessuras inferiores as
observadas neste estudo para filmes hibridos contendo o polimero
carboximetilcelulose na composicdo do revestimento. Isso deve estar relacionado a
adicdo da argila Laponita®, houve adigdo de solugdo contendo os ativos fungicidas
Tebuconazol e Triadimenol, o que deve estar relacionado ao aumento da espessura

do filme obtido.

5.5. Avaliacao do efeito inibitério dos revestimentos contendo ativos fungicidas
incorporados em bulbilhos de alho cultivados em solo infestado pelo
Stromatinia cepivora

Nesta etapa do estudo, o objetivo foi verificar a eficacia dos tratamentos
realizados nos bulbilhos em relagdo aos indices de brotacdo, de incidéncia de
sintomas caracteristicos da podriddo branca e de mortalidade durante o bioensaio.

A Tabela 10 apresenta os tratamentos utilizados, a concentragédo de

esclerédio no solo (g/ L de solo) e os percentuais de brotagao, incidéncia e mortalidade
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Tabela 10 - Condig¢es utilizadas para o Bioensaio final em camara BOD.
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Tratamentos

Concentracao
de esclerddios
(g/L de solo)

Composicao
dos
Tratamento
S

Indice de
Brotacao
(%)

Incidéncia
de
sintomas
(%)

indice de
mortalidade
(%)

11a13

0,1

Bulbilho de
alho nao
tratado

100,00

0,00

0,00

21a23

0,1

Solugdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2%

66,67

16,67

0,00

3.1a3.3

0,1

Bulbilho de
alho
embebido
em solucao
de
Triadimenol

100,00

0,00

0,00

41a43

0,1

Solucdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solugao
de
Triadimenol
(62 mg/L)

50,00

0,00

0,00

51a5.3

0,1

Bulbilho de
alho
embebido
em solucéao
de
Tebuconazo
I

100,00

0,00

0,00

6.1 a6.3

0,1

Solugdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solugao
de
Tebuconazo
| (36 mg/L)

66,67

0,00*

0,00

71a73

0,1

Bulbilho de

100,00

0,00

0,00
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alho
embebido
em solucao
combinada
de
Triadimenol
(62 mg/L) e
Tebuconazo
| (36 mg/L)

8.1a8.3

0,1

Solugdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solucao
combinada
de
Triadimenol
(62 mg/L) e
Tebuconazo
| (36 mg/L)

83,33

16,67

0,00

9.1a93

0,1

Bulbilho de
alho
embebido
em solucéo
de Iprodiona
(Controle
Positivo)

100,00

0,00

0,00

10.1a10.3

0,1

Solo sem
bulbilho de
alho
(Controle
Negativo)

11.1a11.3

1,0

Bulbilho de
alho nao
tratado

66,67

33,33

16,67

12.1a12.3

1,0

Solugdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2%

100,00

50,00

0,00

13.1a13.3

1,0

Bulbilho de
alho
embebido
em solucao
de
Triadimenol

83,33

100,00

16,67

14.1a14.3

1,0

Solucdo de

83,3

50,0

16,67
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Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solugao
de
Triadimenol
(62 mg/L)

15.1a15.3

1,0

Bulbilho de
alho
embebido
em solucéo
de
Tebuconazo
I

66,67

33,33

0,00

16.1a16.3

1,0

Solucdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solucao
de
Tebuconazo
| (36 mg/L)

100,00

16,67

0,00

171a17.3

1,0

Bulbilho de
alho
embebido
em solucéao
combinada
de
Triadimenol
(62 mg/L) e
Tebuconazo
| (36 mg/L)

66,67

33,33

0,00

18.1a18.3

1,0

Solugdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solucao
combinada
de
Triadimenol
(62 mg/L) e
Tebuconazo
| (36 mg/L)

83,33

0,00

0,00

19.1a194

1,0

Bulbilho de

100,00

16,67

0,00
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alho
embebido
em solucao
de Iprodiona
(Controle
Positivo)

20.1a20.3

1,0

Solo sem
bulbilho de
alho
(Controle
Negativo)

21.1a213

10,0

Bulbilho de
alho nao
tratado

33,33 100,00

100,00

22.1a22.3

10,0

Solucdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2%

33,33 100,00

83,33

23.1a23.3

10,0

Bulbilho de
alho
embebido
em solucéao
de
Triadimenol

66,67 100,00

50,00

24.1a243

10,0

Solugédo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solugao
de
Triadimenol
(62 mg/L)

100,00 16,67

16,67

25.1a25.3

10,0

Bulbilho de
alho
embebido
em solucao
de
Tebuconazo
I

100,00 100,00

0,00

26.1a26.3

10,0

Solugdo de
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solucao

100,00 0,00

0,00
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de
Tebuconazo
| (36 mg/L)

27.1a27.3 10,0 Bulbilho de 100,00 33,33 16,67

alho

embebido

em solucéo

combinada

de

Triadimenol

(62 mg/L) e

Tebuconazo

| (36 mg/L)

28.1 a 28.3 10,0 Solugdo de 100,00 0,00 0,00
Carboximetil
celulose a
2% e
Laponita® a
2% a partir
de solucao
combinada
de
Triadimenol
(62 mg/L) e
Tebuconazo
| (36 mg/L)

29.1a29.3 10,0 Bulbilho de 100,00 33,33 0,00
alho
embebido
em solucéao
de Iprodiona
(Controle
Positivo)

30.1 a30.3 10,0 Solo sem - - -
bulbilho de
alho
(Controle
Negativo)

O indice de brotacao de alho foi menor principalmente nos bulbilhos que nao
receberam revestimento por membranas poliméricas, e foram apenas imersos em
solucao dos ativos fungicidas ou plantados sem nenhum tipo de pré-tratamento.

Cabe ressaltar, que todos os bulbilhos tratados com o fungicida lprodiona
usado como controle positivo, apresentaram indice total de brotacéo. Isso pode ter
relagdo com a atividade do iprodiona sobre a comunidade microbiana do solo,
reduzindo a biomassa flingica presente nas amostras (MINAMBRES, 2010).
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Sobre o percentual de incidéncia de sintomas caracteristicos da Podridao
Branca, os experimentos com concentragdo de 0,1 g de esclerddio/ L de solo foram
0s que apresentaram a menor média de incidéncia (8,33%) que deve estar relacionado
a baixa concentracao do fungo S. cepivora no solo, o que pode ter contribuido para o
nao aparecimento de sintomas nas plantulas.

Nos experimentos realizados na concentragéo de 1 g de esclerddio/ L de solo,
o revestimento constituido pela combinacao dos fungicidas tebuconazol a 36 mg/L e
triadimenol a 62 mg/L incorporados em CMC a 2% e Laponita® a 2% foi o Unico que
nao apresentou evidéncias de infestagédo pelo S. cepivora nas raizes e bulbilhos.

Na maior concentragdo de esclerddio testada (10 g de esclerodio/ L de solo),
dois revestimentos impediram a incidéncia de sintomas, sendo eles: CMC 2% e
Laponita® 2% com Tebuconazol incorporado a 36 mg/L e CMC 2% e Laponita® 2%
com incorporacao dos fungicidas Tebuconazol a 36 mg/L e Triadimenol a 62 mg/L.
Correlacionando estes resultados com os obtidos no teste de inibicdo de crescimento
micelial, a presenca do fungicida tebuconazol na composicdo das membranas
poliméricas acarretou maior efeito antifingico que os demais ativos fungicidas
utilizados.

A mortalidade dos bulbilhos, ocorréncia comum em plantas acometidas pela
Podridao Branca, apresentou o maior percentual médio (26,67%) quando os bulbilhos
se desenvolveram em solo com alta concentragdo de esclerédio (10 g de esclerédio/
L de solo).

Os dados do bioensaio foram analisados por meio da anadlise de variancias
(ANOVA) com o auxilio do software R versao 4.1.2. As Figuras 24, 25 e 26 apresentam
os graficos de interacao obtidos por meio da relacao entre a densidade de esclerddio
no solo (g de esclerddio/ L de solo) e os indices de brotagao, incidéncia e mortalidade,
respectivamente.

Observando a Figura 24, que mostra a interacdo entre o percentual de
brotacdo e a densidade de esclerddio, é possivel afirmar que todos os tratamentos
apresentaram indice de brotacao superior a 33,33% nas concentracbes de esclerddio
no solo analisadas, exceto o controle negativo (Tratamento 10 - Solo sem bulbilho de
alho). O controle positivo realizado com o ativo Iprodiona (Tratamento 9 - Bulbilho de
alho embebido em solugéo de Iprodiona), como dito anteriormente, apresentou indice
total de brotacdo em todas as densidades de esclerddio.

Os tratamentos 4 (CMC 2% e Laponita® a 2% a partir de solugdo de
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Triadimenol (62 mg/L)), 6 (CMC a 2% e Laponita® a 2% a partir de solugio de
Tebuconazol (36 mg/L)) e 8 (CMC a 2% e Laponita® a 2% a partir de solugéo
combinada de Triadimenol (62 mg/L) e Tebuconazol (36 mg/L)) apresentaram indice
de brotagao superior a 83,33% nas densidades de 1,0 e 10,0 g de esclerddio/ L de
solo, sendo os revestimentos que obtiveram melhores resultados nestas densidades
de esclerddio no solo. Isso pode ter relagdo com a interagéo formada entre os ativos
fungicidas incorporados e as membranas poliméricas compostas por CMC a 2% e
Laponita®a 2%.

Para os tratamentos 1 (Bulbilho de alho nédo tratado) e 2 ( CMC a 2% e
Laponita® a 2%), ambos sem incorporacdo de fungicidas, foi verificado um
comportamento similar nos indices de brotacdo, incidéncia e mortalidade, onde
apenas a baixa densidade de esclerédio (0,1 g de esclerédio/L de solo) houve

desenvolvimento das plantulas.
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Figura 24 — Grafico de interacdo entre a densidade de esclerddio no solo (g de
esclerédio/ L de solo) e os indices de brotagcao observados no bioensaio.

A Figura 25, apresenta a interagédo entre o percentual de incidéncia de sintomas da
Podridao Branca em relacédo a densidade de esclerédio no solo. Observando as membranas
poliméricas que melhor impediram o aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenca,
novamente os tratamentos 4, 6 e 8 se destacaram, apresentando incidéncia de 16,67%
(Tratamento 4) e 0% (Tratamentos 6 e 8) na densidade de 10,0 g de esclerddio/L de solo,

percentuais inclusive superiores ao verificado no controle positivo (Tratamento 9), que na
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mesma densidade (10,0 g de esclerddio/L de solo) apresentou 33,33% de incidéncia.

Na figura 26, sdo apresentados os indices de mortalidade das plantas, como
evolugdo dos sintomas da Podridao Branca. Na densidade de 0,1g de esclerddio/L de solo,
todos os tratamentos impediram a ocorréncia de mortalidade pela doenga nas plantulas em
desenvolvimento. J& na concentracdao de 1,0 g de esclerédio/g de solo os tratamentos
apresentaram um indice de mortalidade médio de 5% das plantulas acometidas pela Podridao
Branca. Na densidade de 10 g de esclerodio/L de solo, apenas os tratamentos 6 e 8
apresentaram indice nulo de mortalidade das plantulas, em comparacao com os demais
tratamentos realizados, o que sugere um potencial antifingico maior destas membranas
poliméricas em relacao as demais.
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Figura 25 — Grafico de interacdo entre a densidade de esclerédio no solo (g de
esclerédio/ L de solo) e os indices de incidéncia observados no bioensaio.
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esclerddio/ L de solo) e os indices de mortalidade observados no bioensaio.
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Dessa forma, € possivel observar que as membranas poliméricas sintetizadas
com a combinagdo de CMC e Laponita® apresentaram uma maior interacdo com os
ativos fungicidas Triadimenol e Tebuconazol, resultando em um maior efeito inibitério
para a atividade do fungo S. cepivora nos bulbilhos de alho.

A biocompatibilidade e atoxidade dos materiais hibridos organico-inorganicos
que compode o revestimento (ALMEIDA, 2022), juntamente com a baixa concentracao
de fungicidas utilizada na composicdo da membrana polimérica confere ao material
um carater inovador para o tratamento de bulbilhos de alho pré-plantio. Além disso, o
uso de materiais hibridos antifungicos aumenta a area superficial de tratamento do
bulbilho, enquanto potencializa o efeito inibitério apesar das quantidades e
concentracdes reduzidas (AZEREDO et al., 2009).

Cabe lembrar, que os bulbilhos se desenvolveram em incubadora BOD em
condi¢des de temperatura e fotoperiodo favoraveis ao fungo S. cepivora durante todo
o experimento. A presenca de agua, temperatura adequada, umidade e fotoperiodo
de luz, entre outras caracteristicas, tornam o ambiente favoravel para o
desenvolvimento e crescimento fungico (TRIPATHI; DUBEY; 2004).

6. CONCLUSOES

O uso dos fungicidas triadimenol e tebuconazol incorporados a sintese de
membranas poliméricas no revestimento de bulbilhos de alho (Allium sativum L.)
auxiliaram na mitigacdo da ocorréncia da Podriddo Branca causada pelo fungo
Stromatinia cepivora nos experimentos realizados.

O revestimento contendo CMC a 2%, Laponita® a 2% e tebuconazol a 36 mg/L
foi 0 que apresentou a maior porcentagem de inibicdo de crescimento micelial de S.
cepivora - PIC (64,5%) e também os melhores indices de brotacdo (86% a 100%)
verificados durante os ensaios.

As técnicas de caracterizacao utilizadas durante este estudo confirmaram a
presenca das membranas poliméricas nas superficies dos bulbilhos de alho (Allium
sativum L.), bem como a interacdo entre os ativos fungicidas e as membranas
poliméricas constituintes do revestimento dos bulbilhos.

Nos difratogramas de DRXP e espectros de FTIR-ATR e Raman, os materiais

hibridos ndo apresentaram de forma intensa sinais da presenca dos ativos fungicidas
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incorporados, evidenciando apenas deslocamentos sutis, que inferem a interagédo
polimero-argila e fungicida. Isso se justifica pelas baixas concentragbes utilizadas e
incorporadas aos filmes, o que nao permitiu suas apresentacdes nos difratogramas e
espectros.

Embora os ativos fungicidas tenham sido incorporados em concentragdes
baixas, quando comparadas as utilizadas comercialmente, eles apresentaram efeito
inibitério no crescimento micelial do fungo S. cepivora, evitando o aparecimento de
sintomas tanto na etapa do teste de inibicdo de crescimento micelial - ICM quanto no
bioensaio conduzido em BOD.

A analise térmica das membranas poliméricas permitiu verificar a estabilidade
térmica das membranas evidenciando dois eventos principais de decomposi¢do, um
na faixa de 200 a 300 °C responsavel pela perda de agua das moléculas e um
posterior, na faixa de 500 a 700 °C, responsavel pela perda de carbono, das cadeias
poliméricas do material.

Por meio do bioensaio conduzido em BOD se confirmou o efeito inibitério da
incorporacao dos ativos fungicidas nas membranas poliméricas sobre o fungo S.
cepivora, sendo os revestimentos sintetizados com CMC a 2% e Laponita®a 2% e
incorporados ao tebuconazol a 36 mg/L e solucdo combinada de tebuconazol a 36
mg/L e triadimenol a 62 mg/L, os tratamentos que apresentaram indice médio de
brotacdo de 100% e indices de incidéncia de sintomas e mortalidade nulos.

Além disso, em solos infestados a concentracao de 10 g de esclerddio/ L de
solo, ambos os revestimentos (tratamentos 6 e 8) sugeriram protegéo no aparecimento
de sintomas e mortalidade por Podriddo Branca utilizando concentragées de ativo
muito inferiores as utilizadas comercialmente.

Entre algumas das limitagées encontradas no estudo, a baixa solubilidade em
agua dos ativos fungicidas levou o trabalho a investigar o comportamento inibitério
dos ativos nestas concentragdes, o que foi afortunadamente positivo. Outra limitacdo
foi o estudo estatistico realizado no teste piloto de ICM, que ndo forneceu um
direcionamento de quais membranas hibridas e quais concentragdes deveriam ser
utilizadas no teste de ICM final, o que levou a selecdo das membranas poliméricas
para uso no bioensaio a partir dos percentuais de inibicdo de crescimento - PIC
observados.

Os resultados apresentados neste estudo abriram uma discussao sobre a
possibilidade de reduzir potencialmente as concentracées de ativos fungicidas
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atualmente utilizadas para mitigagdo da doenga Podriddo Branca, partindo do uso
associado de membranas poliméricas no pré-tratamento de bulbilhos de alho (Allium
sativum L.) e de outras culturas potencialmente afetadas, o que implica na
necessidade de estudos futuros que investiguem o comportamento desse pré-
tratamento em situagbes de acometimento de lavouras pelo fungo S. cepivora.

A validacado do uso deste método em casas de vegetagdo pode permitir a
reducao das concentracdes de ativos fungicidas aplicados no controle do S. cepivora,
tendo em vista o0 uso das membranas poliméricas para o revestimento dos bulbilhos e
sementes, 0 que impactaria positivamente na reducéo dos custos de produgéo e na
reducéo do uso de fungicidas nas culturas em que forem aplicadas.
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APENDICE A - IMAGENS DOS EXPERIMENTOS

20.2

Figura A.1 — Bulbilhos revestidos com carboximetilcelulose a 2% e fungicida
Tebuconazol (Experimentos 18.1 a 18.4); Bulbilhos revestidos com Iprodiona na dose
proporcional 1 kg de produto :100 kg de bulbilhos - Controle Positivo (Experimentos 21.1 a
21.4); Bulbilhos revestidos com membranas poliméricas compostas por Solu¢cdo de
carboximetilcelulose a 2% e Laponita® a 2% e fungicida Tebuconazol (Experimentos 20.1 a
20.3).



