UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS
MESTRADO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS

MAJARA RAQUEL DE MELO SILVA

SINTESE, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE PARTICULAS
SUBMICROMETRICAS DE CACO3 COMO SISTEMA CARREADOR PARA O
CARBENDAZIM

MOSSORO/RN
2019


http://www.niemeyer.org.br/

MAJARA RAQUEL DE MELO SILVA

SINTESE, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE PARTICULAS
SUBMICROMETRICAS DE CACO3 COMO SISTEMA CARREADOR PARA O
CARBENDAZIM

Dissertacdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia e Engenharia de Materiais do Programa
de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Engenharia de
Materiais da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido como requisito para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Linha de Pesquisa: Sintese de Nanoparticulas,
biopolimeros e materiais nanoestruturados.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Franciné Maia
Junior.

Co-orientador: Prof. Dr. Rui Sales Junior.

MOSSORO/RN
2019


http://www.niemeyer.org.br/

©Todos os direitos estdo reservados & Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido
desta obra é de inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo 0 mesmo, passivel de sancoes
administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis que regulamentam a Propriedade
Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n° 9.279/1996, e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contetddo desta obra tornar-se-a de dominio publico apds a data de defesa e
homologacéo da sua respectiva ata, exceto as pesquisas que estejam vinculas ao processo de
patenteamento. Esta investigacdo sera base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e
seu (a) respectivo (a) autor (a) seja devidamente citado e mencionado o0s seus créditos
bibliogréaficos.

S586s Silva, Majara Raquel de Melo .

SINTESE, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE
PARTICULAS SUBMICROMETRICAS DE CACO3 COMO SISTEMA
CARREADOR PARA O CARBENDAZIM / Majara Ragquel de
Melo Silva. - 2019.

75 £. ¢ il.

Orientador: Francisco Franciné Maia Junior.

Coorientador: Rui Sales Junior.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal
Rural do Semi-arido, Programa de Pdés-graduacdoc em
Ciéncia e Engenharia de Materiais, 2019.

1. Pesticidas. 2. Carbendazim. 3. Particulas.
4. Carbonato de Calcio. 5. Liberacdo Controlada.
I. Juanior, Francisceo Franciné Maia, orient. ITI.
Junior, Rui Sales , co-orient. III. Titulo.

O servigo de Geragdo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusdo de Curso (TCC’s) foi
desenvolvido pelo Instituto de Ciéncias Matematicas e de Computacdo da Universidade de Sdo Paulo (USP) e
gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-
UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagdo e Comunicacdo (SUTIC) sob
orientacdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de Graduagéo
e Programas de Pds-Graduacéo da Universidade.



MAJARA RAQUEL DE MELO SILVA

SINTESE, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE PARTICULAS
SUBMICROMETICAS DE CACOs COMO SISTEMA CARREADOR PARA O
CARBENDAZIM

Dissertagdo apresentada ao Mestrado em
Ciéncia e Engenharia de Materiais do Programa
de Pos-Graduaco em Ciéncia e Engenharia de
Materiais da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido como requisito para obtengiio do
titulo de Mestre em Ciéncia e Engenharia de
Materiais.

Linha de Pesquisa: Sintese de Nanoparticulas,
biopolimeros e materiais nanoestruturados.

Defendida em: 8 / 02/ 19

BANCA EXAMINADORA

g Mac L

Prof. Dr. Francisco Ffanciné Maia Janior (UFERSA)
Presidente

Prof. Dr. José Alzamir Pereira da Costa (UERN)
Membro Examinador

G d ]
ol Qi Hriin A
Prof. Dr. José Junior Alves da Silvd (UFERSA)

Membro Examinador

- Prof. Dr. ‘Alexandre Rocha Pasc;hoal (UFC)
Membro Examinador




AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, sem o qual eu nada conseguiria. Ele ndo me deixa esmorecer e perder a
fé, derramando da sua misericordia todos os dias. Me da forca para prosseguir na dificil
caminhada da vida de maneira que meus objetivos sejam alcancados.

A minha mae, Maria, que € a principal responsavel pela pessoa que sou hoje, me ajudou em
todos 0s momentos e me ensinou que apenas com esforco e dedicacdo, mas sem perder o carater
e a humildade, conseguiremos uma vida melhor.

A minha irm4, Mégila, a pessoa mais generosa que eu conhego, por estar sempre ao meu lado,
me apoiando e me ouvindo, me fazendo acreditar que ainda existe bondade na humanidade. E
minha irmd, minha amiga, meu exemplo.

Ao meu orientador Prof. Dr. Francisco Franciné Maia Junior pela orientacdo, pela oportunidade
e pelos ensinamentos.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Rui Sales Junior pelo apoio e pela disposicdo em atender as
necessidades para realizagédo do trabalho.

A UFERSA, bem como ao programa de Pés- Graduagio em Ciéncia e Engenharia de Materiais,
pela contribuicdo na minha formacdo académica e profissional.

A UFC e ao professor Alexandre Rocha Paschoal, pela realizacio das medidas de MEV,
Espectroscopia no infravermelho e Espalhamento Raman.

A minha familia, Pamela Gisely, Maria das Gracas, Madson Cabral, Paulo Gondim, Hilma
Gondim, Priscila Geilka e Paulo Gideoni por torcerem por mim e sempre me apoiarem.

A técnica Naama, sempre solicita.

Aos professores Ricardo Henrique de Lima Leite, Marta Ligia Pereira da Silva e Patricia Ligia
Dantas de Moraes, por disponibilizarem os laboratérios pelos quais sdo responsaveis,
imprescindiveis para a sintese das particulas.

A minha grande amiga Honorina, que sempre me apoiou e acreditou em mim.

A minha colega de mestrado Isabely Keyva, que me incentivou.

Agradeco a Banca Examinadora por se dispor e pelas contribui¢des para o meu trabalho.



Assim diz o Senhor: marchar é com vocé, abrir
0 mar é comigo. Entdo, ndo esmoreca sua fé,
continue caminhando.

(Autor desconhecido)



RESUMO

A producéo agricola brasileira e mundial tem aumentado significativamente ao longo dos anos,
0 que tem aumentado o uso de agrotoxicos na mesma escala. Os mesmos tém sido usados em
concentragdes alarmantes e tem causado a poluicéo do solo, da &gua e do ar, além de apresentar
um risco a saude humana. O presente trabalho apresenta uma alternativa para reduzir os
maleficios causados pelos pesticidas, bem como aumentar sua eficacia bioldgica, a partir do
carreamento do ingrediente ativo carbendazim em uma particula inorgénica de carbonato de
calcio. Esse sistema carreador apresentou alta eficiéncia de encapsulagéo, de aproximadamente
99%. As particulas de carbonato de célcio puras apresentaram tamanho variando entre 490 nm
e 1000 nm, enquanto que as particulas carreadas com carbendazim apresentaram tamanho entre 148
nm e 290 nm. A liberagdo do carbendazim em 72 horas foi de 93%. A partir desses resultados
pode-se afirmar que esse sistema permite a liberacdo controlada do fungicida carbendazim,

sendo uma alternativa eficaz ao uso convencional de pesticidas.

Palavras-chave: Pesticidas. Carbendazim. Particulas. Carbonato de célcio. Liberacdo

controlada.



ABSTRACT

The Brazilian and global agricultural production has increased significantly over the years,
which has increased the use of pesticides on the same scale. They have been used in alarming
concentrations and have caused soil, water and air pollution, in addition to presenting a risk to
human health. The present work presents an alternative to reduce the damages caused by
pesticides, as well as increase their biological effectiveness, from the loading of the active
ingredient carbendazim into an inorganic particle of calcium carbonate. This carrier system
presented high encapsulation efficiency, of approximately 99%. The pure calcium carbonate
particles showed size ranging from 490 nm to 1000 nm, while the particles loaded with
carbendazim showed size between 148 nm and 290 nm. The release of carbendazim in 72 hours
was 93%. From these results, it can be affirmed that this system allows the controlled release
of the fungicide carbendazim, being an effective alternative to the conventional use of

pesticides.

Keywords: Pesticides. Carbendazim. Particles. Calcium carbonate. Controlled release.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial cresce a cada dia, com estimativa que atinja quase 10 bilhdes de
pessoas até 2050 (ALEXANDRATOS; BRUINSMA, 2012). Associado a isso tem-se a
necessidade do aumento na produc¢éo de alimentos, cuja demanda continuard aumentando pelos
préximos 40 anos. Por outro lado, as plantas sofrem de doencas infecciosas causadas por
fitopatdgenos, que podem reduzir a qualidade das culturas ou torna-las inapropriadas para
consumo (WANG et al., 2017). O controle sobre as pragas agricolas é feito, em maior parte,
pelo uso de pesticidas, também conhecidos por agrotoxicos, defensivos agricolas ou
agroguimicos. Pesticidas sdo substancias usadas para matar, repelir ou controlar qualquer praga
ou doenca; e idealmente, manteriam um nivel de ativo adequado apresentando residuos
minimos (MARGNI et al., 2002).

Os pesticidas sdo classificados de acordo com o tipo de praga que controlam: se
subdividem em inseticidas, acaricidas, nematicidas, rodenticidas, fungicidas e herbicidas
(MOGUL et al., 1996). Os herbicidas, por exemplo, sdo usados para matar ou inibir o
crescimento de plantas indesejadas. Os inseticidas sdo responsaveis pelo controle de insetos, e
os fungicidas pelo controle de fungos. Os rodenticidas sdo usados para matar roedores como
ratos e toupeiras, que podem transmitir doengas aos humanos e prejudicar culturas. Os
pesticidas sdo formulagdes cujos componentes principais, chamados de ingredientes ativos, sao
responsaveis pelo controle da praga alvo. Esses, sdo misturados a ingredientes inertes como
solventes, surfactantes e estabilizadores, que ajudam a manter a solubilidade, estabilidade e
melhorar a efetividade do pesticida. Os pesticidas sintéticos sdo produtos artificialmente
desenvolvidos a base de compostos como organoclorados, organofosforados e carbamatos
(YUSOFF; KAMARI; ALJAFREE, 2016).

As formulagdes convencionais podem ser divididas em cinco grupos com as seguintes

caracteristicas, segundo DE et al., (2014):

e Granulado (GR): a concentragéo de ativo varia entre 1 e 40%, com tamanho médio de
granulo entre 250 e 1000 um. Os granulos devem ser desintegrados no solo para

transmisséo direta no campo;

e Solucdo concentrada (SL): sdo solugdes aquosas do ativo, o que limita o nimero de

pesticidas, pois requer solubilidade em 4gua. Em geral, sdo formula¢es muito estaveis;
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e Concentrado emulsionavel (EC): ¢ feito a partir de ativos oleosos ou com baixo ponto
de fusdo. Sdo adicionados emulsionantes (5-10%) para assegurar boas propriedades de
emulsdo no tanque de pulverizagdo. Quando misturado a agua, produz gotas de 0,1 a 5

um;

e P06 molhavel (WP): é feito a partir de ativos (geralmente mais de 50%) solidos com altos

pontos de fusdo. Geralmente contem surfactantes secos como agentes de disperséo;

e Suspensdo concentrada (SC): geralmente € feita dispersando o ativo (em pd) em uma
solucdo aquosa de um agente molhante/dispersante. Sdo produzidas particulas entre 1 e

10 pm.

O consumo mundial de pesticidas € de cerca de 2 milhdes de toneladas por ano (DE et
al., 2014). O Brasil lidera esse ranking desde 2009, e mais da metade dos pesticidas usados
foram banidos nos Estados Unidos e em paises da unido Europeia (FAOSTAT, 2017). Um dos
fatores responsaveis pelo elevado emprego dos pesticidas é que mais de 90% desses sdo
perdidos no meio ambiente ou ndo controlam efetivamente as pragas. As perdas séo devidas,
principalmente, ao vento, a umidade e a temperatura. Muitos pesticidas sdo sensiveis a radiacéo
ultravioleta, sofrendo fotodegradacdo. E ha ainda perdas devido a evaporacdo, lixiviacao e
atividade microbiana (Figura 1). Portanto, para obter a resposta bioldgica desejada em termos
de controle de pragas dentro de um certo periodo, hd uma aplicacdo repetida e descontrolada
dos pesticidas, resultando em quantidades que ultrapassam a concentragdo maxima segura
(NURUZZAMAN et al., 2016; MOGUL et al., 1996). Em decorréncia disso, tem-se problemas
ambientais como: reducdo da biodiversidade do solo e da fixacdo do nitrogénio; poluicdo da
agua e do ar, podendo se acumular em plantas e animais; perigos para satde publica; aumento
da resisténcia de pragas e patdgenos e aumento do custo do tratamento (SANDHYA et al.,
2017).

Em 2016 no Brasil foram registrados 4.208 casos de intoxicacdo por exposi¢do a
pesticidas, aproximadamente onze por dia, que culminaram na morte de 355 pessoas. O estado
com os niveis mais altos de envenenamento é o Tocantins, de acordo com dados do Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN). Entre 2013 e 2015 foram coletadas 9.680
amostras de alimentos como arroz, macéas e pimentdes, e cerca de 20% delas continham residuos
de pesticidas que excediam os niveis permitidos ou que continham pesticidas ndo aprovados.

No final de julho de 2018, a Human Rights Watch divulgou um relatério intitulado “Vocé ndo
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quer mais respirar pesticidas”, de 52 paginas, que documentava casos de intoxicacdo aguda

causada por pesticidas dispersados pelo vento em areas rurais do Brasil (MONGABAY, 2018).

Figura 1 - Causas das perdas e degradacédo dos pesticidas
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Fonte: adaptado de NURUZZAMAN et al., (2016)

Todos os problemas citados anteriormente tém encorajado os pesquisadores a estudar
novas maneiras de inibir o crescimento microbiano, pois apesar dos efeitos colaterais, o uso de
pesticidas é imprescindivel para proteger as culturas e maximizar a produtividade agricola.
Novas formula¢des que minimizam seu uso tém sido desenvolvidas: uma das tecnologias em
ascensao usada nesse sentido, é através da encapsulacdo ou adsorcao de pesticidas em micro ou
nanoparticulas a base de polimeros, lipidios, materiais inorganicos porosos, dentre outros. Essas
novas formulacdes apresentam vantagens como: maior solubilidade, liberacdo mais lenta e sem
degradacdo prematura dos componentes (NURUZZAMAN et al., 2016; ROY et al., 2014;
CAMPOS; DE OLIVEIRA; FRACETO, 2014; MOGUL et al., 1996; (DUHAN et al., 2017).

O Rio Grande do Norte (RN) apresenta duas situacdes distintas de producao agricola: a
fruticultura, que gera milhares de empregos direta e indiretamente; e a agricultura de sequeiros,
uma atividade quase que exclusivamente destinada a subsisténcia e que depende unicamente
das condigdes climaticas. Os principais produtos de sequeiros cultivados no estado sdo algodé&o,
arroz, feijao, milho e sorgo (TRIBUNA DO NORTE, 2017). O estado do RN € o0 maior produtor
de meldo do Brasil, segundo maior produtor de castanha de caju, quarto maior produtor de
mamao, quinto maior produtor de maracuja, sexto maior produtor de manga, oitavo maior

produtor de coco-da-baia e nono maior produtor de banana do Brasil. Além desses, 0s produtos
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que agregam maior valor na producdo agricola do RN séo a cana-de-agucar, a melancia, 0
abacaxi e a batata doce. Juntos, 0 meldo, a banana e a cana-de-agUcar sdo responsaveis por
aproximadamente 60% de toda a producéo agricola do estado (TRIBUNA DO NORTE, 2018).
Nesse contexto, a fruticultura € de fundamental importancia para a mesorregido do Oeste
Potiguar do estado, em particular a producdo de meldo e mamdo. Logo, a utilizagédo de
pesticidas para esse arranjo produtivo local € um fato importante, especialmente, o uso de
fungicidas para a protecdo dos frutos apds a colheita, sendo o carbendazim um dos mais

utilizados.

Essa dissertacdo tera como foco a sintese de particulas de CaCOs carreadoras de
carbendazim obtidas pela técnica de microemulsdo dgua em 0leo, e caracterizacdo das mesmas
pelas técnicas de microscopia eletrénica de varredura, Espalhamento Raman e Infravermelho.
Além disso, foram realizados estudos sobre a eficiéncia de encapsulacdo do pesticida, sua
liberacdo e sobre a eficacia antifungica das particulas. No capitulo seguinte sdo apresentados
0s objetivos; no capitulo 3 a fundamentacéo teorica, no capitulo 4 a metodologia, na sequéncia

os resultados e discussoes; e por fim, as conclusdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e caracterizacdo de particulas
inorganicas de CaCOgz para o carreamento do fungicida carbendazim, de modo a fornecer uma
alternativa para a aplicagdo desse fungicida na agricultura, aumentando sua eficacia e reduzindo

0s danos ao meio ambiente e os riscos a sadde humana.

2.2 Objetivos Especificos

Entre os objetivos especificos tem-se:
e Sintetizar particulas de carbonato de célcio contendo o fungicida carbendazim;

e Caracterizar as particulas por microscopia eletrbnica, espalhamento Raman e

espectroscopia na regiao do Infravermelho;
e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo do carbendazim nas particulas;
e Auvaliar o perfil de liberacdo in vitro do carbendazim associado a particula;

e Avaliar o efeito das formulacdes sobre o crescimento flngico da Macrophomina

pseudophaseolina.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nesse capitulo sdo apresentados os diversos conceitos abordados nesse trabalho, bem

como as técnicas e ensaios realizados.

3.1. Fungicidas: o papel do carbendazim

Os fungicidas sdo agentes usados para prevenir ou erradicar infeccGes fungicas de
plantas ou sementes. Sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica ou pelo modo de
acdo. Desde a década de 60, uma grande variedade de fungicidas sintéticos tém sido usados na
agricultura para reduzir as perdas na colheita. Nessa década foram introduzidos os fungicidas
da classe dos benzimidazois: fungicidas sisttmicos (absorvidos e transferidos para todas as
partes das plantas), e de amplo espectro de acdo. O fungicida carbendazim (MBC) (Tabela 1) é
um sélido cristalino branco pertencente a classe dos benzimidazdis com acdo protetiva e
curativa (KOLI et al., 2015).

Tabela 1 - Propriedades do Carbendazim

Nome Comum Carbendazim, MBC
Nome IUPAC Metil-2-benzimidazol-carbamato
Férmula Quimica CoHgN302
Peso Molecular 191,19 g/mol
Solubilidade em agua 29 mg/L (pH 4)
a24°C 8 mg/L (pH 7)
Densidade 270 kg/m®

Fonte: PubChem (2017)
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O carbendazim (Figura 2) é obtido como produto primario da degradacdo do Benomil e
do Tiofanato metilico, sendo a substéncia ativa desses dois compostos. O MBC se funde a
aproximadamente 250 °C. E estavel sob condigbes acidas e neutras, pH entre 5 e 7. Se
decompbe a 2-aminobenzimidazol apenas em condi¢bes basicas (pH = 9,0). Possui baixa
solubilidade em agua, sendo aumentada em condicdes &cidas (pH em torno de 4). O modo de
acdo do carbendazim é pela inibicdo da mitose, afetando a divisao celular e nuclear; resultando
na morte das células. O MBC se degrada no solo devido a hidrdlise quimica, sob condi¢bes
alcalinas, e a atividade microbiana (ROBERTS; HUTSON, 1999).

Figura 2 - Estrutura quimica do carbendazim
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Fonte: PubChem (2017)

A exposicdo primaria ao carbendazim para a populacdo se da através de residuos
alimentares. A dose diaria admissivel (IDA) recomendada para o carbendazim é de 0,01 mg/
kg de peso corporal, porém estima-se que a ingestdo média seja de um décimo da dose
admissivel. O carbendazim é bem absorvido (80-85%) ap6s a exposicao oral, mas muito menos
pela exposicdo dérmica, de maneira que € pouco provavel que cause efeitos de toxicidade
sistémica em humanos. Estas conclusdes sdo baseadas em ensaios in vivo e in vitro em animais.
Os dados sobre os efeitos do carbendazim & saude humana s&o limitados, mas sdo feitas
extrapolacOes baseadas no modo de a¢do do fungicida (WHO, 1993).

Devido a sua toxicidade, o carbendazim tem sido proibido em paises como Austrélia e
em varios paises da Unido Europeia (SINGH et al., 2016). Todos os pesticidas vendidos ou
distribuidos nos Estados Unidos devem ser registrados pela Environmental Protection Agency
(EPA) e fiscalizados pela FDA (Food and Drug Administration). Segundo os critérios da EPA,
o carbendazim é um fungicida de classe toxicologica Ill para toxicidade dérmica aguda e
irritacdo primaria dos olhos, categoria IV para toxicidade aguda oral e por inalacdo, e também

para irritacdo priméria da pele. O figado, a tireoide e os testiculos sdo 6rgdos-alvo do
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carbendazim. E classificado como um possivel carcinogénico humano baseado em tumores
hepatocelulares em camundongos fémeas e também foi associado com efeitos reprodutivos
adversos em ratos. Porém, o risco de cancer associado a ingestdo de alimentos com residuos de
carbendazim, estd abaixo do nivel de preocupacdo da EPA (USEPA, 2005). Segundo a
classificacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o carbendazim é um
fungicida de classe toxicologica I, considerado de toxicidade média (ANVISA, 2007).

O carbendazim ¢ aplicado contra fungos que afetam frutas, vegetais e cereais como
feijao, soja e trigo; além de plantas ornamentais e ervas medicinais. E persistente no meio
ambiente: 0 composto pode ser detectado por até 3 anos, 0 que 0 torna um composto
guimicamente estavel (FANG et al., 2010; WHO, 1993; GE et al., 2012).

3.2.  Fungo Macrophomina pseudophaseolina

Pertencente ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae, a Macrophomina
phaseolina é o principal representante do género Macrophomina (MYCOBANK, 2013). A
Macrophomina é um agente patogénico que pode infectar mais de 500 espécies vegetais tais
como milho, soja, amendoim, algodao, feijdo-comum, feijao-caupi e girassol. A ocorréncia
desse patdgeno no Brasil foi relatada pela primeira vez em 1935, em raizes de feijdo-comum.
Durante o processo de infeccdo podem ser observados lesBes escuras, porém ndo profundas;
murcha, queima das folhas, entre outros (GUPTA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2014).

E 0 agente causador da podrid&o do carvdo ou podrid&o cinzenta do caule, que acomete
ndo somente o caule, como folhas, raizes, hastes e sementes. Os sintomas variam de acordo
com a idade da planta quando esta é infectada. Alguns fatores facilitam o desenvolvimento do
fungo: altas temperaturas (acima de 30 °C), que causam déficit hidrico; e compactacdo do solo,
onde as raizes ndo podem se aprofundar (GUPTA et al., 2012). Por isso, embora o fungo tenha
uma distribuicdo mundial, é considerado como economicamente mais importante em regides

subtropicais e paises tropicais com climas semiaridos (SARR et al., 2014).

Recentemente, no ano de 2014, pesquisadores avaliaram a variagao genética de isolados
de Macrophomina phaseolina: foram utilizados isolados de 23 hospedeiros, retirados de 30

amostras de solo que foram recolhidas de 15 paises. Baseado em analises de DNA, descreveram
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uma nova espécie: a Macrophomina pseudophaseolina, a segunda espécie do género. Ambas
espécies sdo muito semelhantes no que se refere a morfologia, distribuicdo e hospedeiros. A
Macrophomina produz microesclerécios e picnidios (Figura 3). Os picnidios da M.
pseudophaseolina tém cor castanho escuro ou preta e medem até 300 um de didmetro. Os
picnidios sdo estruturas assexuadas onde s&o produzidos os conidios, 0 modo mais comum de
reproducdo assexuada. Seus conidios medem de 19-27 um x 7,5-9,0 um, sendo elipsoides ou
ovoides. Seus microesclerocios sdo pretos e medem de 100-400 um de diametro.
Microesclerdcios sdo uma estrutura multicelular produzida a partir do miceélio, resistente a
condigdes adversas (SARR et al., 2014).

Figura 3 - Macrophomina pseudophaseolina: A. Picnidios. B. Esclerdcios. C. Macroconidios

Fonte: SARR et al., (2014)

Uma caracteristica essencial e distintiva da M. phaseolina é a sua ampla capacidade de
adaptacao a ambientes estressantes. O crescimento do fungo no solo € alimentado por nutrientes
armazenados nos microesclerdcios. Dessa maneira, mesmo quando 0s niveis de nutrientes sdo
insuficientes, o crescimento continua. No que se refere a praticas culturais, para reduzir a
infeccdo é necessario realizar a rotacdo com culturas ndo hospedeiras, promover irrigacao,
aplicar micronutrientes, fazer uso de adubos organicos, etc. Para realizar o controle quimico,
gue diminui a viabilidade do microeslerécio no solo, sdo usados pesticidas como o benomil,
tiofanato metilico, thiram, tiabendazol e carbendazim. Controlar esse patégeno é bastante
dificil, pois este apresenta consideravel variabilidade morfolégica, patogénica e genética,
fazendo com que se adapte e ataque hospedeiros suscetiveis. Além desses fatores, 0s

microesclerécios agem como principal fonte do indculo e podem sobreviver no solo ou em
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restos de cultura por até 15 anos (GUPTA et al., 2012; MARTINEZ-VILLARREAL et al.,
2016).

3.3. Liberacgéo controlada

Nas Ultimas décadas tem-se voltado a atencdo para liberacdo de farmacos atraves de
micro ou nanoparticulas usadas para: modificar propriedades dos medicamentos (JEONG et al.,
2008; PREGO et al., 2006), aumentar a biodisponibilidade e a biodistribuicdo do farmaco
(CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997) e aumentar efeitos terapéuticos (PREGO et al., 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2008). A droga € dissolvida, presa, encapsulada ou ligada as particulas.
O material encapsulado é comumente referido como fase interna e o material de encapsulacéo
é conhecido como fase externa, revestimento ou membrana. Esse sistema promove uma entrega
direcionada, com menor toxicidade e menos efeitos colaterais (JAHANGIRI et al., 2014). As
particulas sdo produzidas a partir de uma substancia biocompativel, seja ela orgénica ou
inorganica, polimeros, lipidios, argilas ou uma combinacéo destes (JAHANGIRI et al., 2014).
A selecdo do tipo de material depende do tamanho desejado das particulas e de propriedades
como: solubilidade, estabilidade, permeabilidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
toxicidade e perfil de liberacdo da substancia ativa (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

As aplicacGes dessa tecnologia de encapsulamento em cenarios agricolas incluem
tratamento de sementes, germinacédo, crescimento e desenvolvimento de plantas, controle de
pragas, entrega de pesticidas, de fertilizantes, deteccdo de agroquimicos toxicos e patdgenos
(NURUZZAMAN et al., 2016). A entrega controlada de pesticidas estad em crescente ascensao:
sintese de microparticulas para liberacdo controlada de tebuconazol (ASRAR et al., 2004);
sintese de nanopolimeros para liberagdo controlada de azadiractina-A (KUMAR et al., 2010);
uso de copolimeros para liberacdo controlada de carbofuran (SHAKIL et al., 2010); sintese de
nanoparticulas de carbonato de célcio para liberacdo controlada de valinomicina (QIAN et al.,
2011); uso de polimeros para liberacdo controlada de imidacloprid (ADAK et al., 2012);
desenvolvimento de nanoformulagdes de B-ciflutrina contra Callosobruchus maculatus (LOHA
et al., 2012); uso de polimeros para liberagdo controlada de thiram (KAUSHIK et al., 2013);
sintese de nanoparticulas de alginato de sodio carreadas com pesticida (KUMAR et al., 2014);

uso de polimeros para liberagdo controlada de nanoparticulas de carbendazim (KOLI et al.,
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2015); sintese de nanoparticulas de quitosana e pectina para liberacdo controlada do
carbendazim (SANDHYA et al., 2017).

Nas formulagdes convencionais os ingredientes ativos sdo imediatamente liberados apds
a aplicacdo, sendo necessario repeti-las para manter o periodo de disponibilidade ideal preciso
para o controle efetivo das pragas (NURUZZAMAN et al., 2016). Na liberacdo controlada
apenas parte do ativo estd imediatamente disponivel, a maior fracdo estd encapsulada ou
adsorvida em uma matriz inerte, sendo a liberacéo lenta e prolongada (CAMPOS et al., 2015).
Essa formulacdo proporciona vantagens como uso de doses menores de agente ativo, menor
namero de aplicacbes, menores perdas por evaporacdo e degradacdo, maior estabilidade e
solubilidade do pesticida, concentracdo dos agentes terapéuticos nos locais alvo, menor
toxicidade e menor contaminacdo ambiental (KOLI et al., 2015). Na aplicagdo convencional a
dosagem inicial parte de uma elevada concentracdo que rapidamente diminui a um nivel abaixo
do efetivo, enquanto que na aplicacdo controlada mantem uma concentracdo praticamente
constante de ativo por um longo periodo de tempo (ROY et al., 2014). Porém, sdo necessarios
mais estudos para produzir uma particula de pesticida estavel e ter o controle na distribuicdo de
tamanho dessas particulas (QIAN et al., 2011). Dentre os diversos materiais, o carbonato de

calcio tem-se mostrado um candidato relevante.

3.4. Carbonato de calcio

O carbonato de célcio é um dos biominerais inorganicos mais conhecidos e abundantes
(GHADAM, 2013). Tem inumeras aplicacBes como em: tintas, plasticos, borracha, fabricacéo
de aco e papel (YU et al., 2007; TAI; CHEN, 2008). Possui baixo custo, biocompatibilidade e
baixa toxicidade, por isso é muito empregado em produtos farmacéuticos (DONATAN et al.,
2016; PARAKHONSKIY et al., 2015).

Ha trés polimorfos cristalinos de carbonato de calcio: calcita, aragonita e vaterita.
Calcita é a forma mais estavel termodinamicamente, e por isso a mais usada em aplicacdes
industriais. As demais fases sdo metaestaveis. A calcita € o principal constituinte das rochas
calcarias sedimentares e tem uma estrutura cristalina romboédrica. A vaterita possui grande
porosidade e area superficial. Tem a forma hexagonal e é encontrada em fontes minerais e

tecidos organicos (DIZAJ et al., 2015). Em meio aquoso, por algumas horas, a vaterita se
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dissolve e recristaliza na forma de calcita (KIRBOGA; ONER, 2013). A aragonita tem forma
ortorrdbmbica e é encontrada nas partes esqueléticas de organismos calcérios e nos subprodutos
de algumas bactérias desnitrificantes (SALOMAQ; COSTA; OLYVEIRA, 2017). A Figura

abaixo ilustra as diferentes formas do CaCOs:

Figura 4 - Polimorfos do CaCOs

Calcita Aragonita Vaterita

Fonte: adaptado de SALOMAO; COSTA; OLYVEIRA, (2017)

A literatura aponta diferentes técnicas para a sintese de particulas de carbonato de célcio
como: precipitacdo (RITIKA GUPTA, 2004), emulsdo (GEORGIEVA et al., 2011), sinteses
mecanoquimicas e sonoquimicas (HASSAN et al., 2010), e homogeneizacdo de alta pressdo
(SHAFIU KAMBA et al.,, 2013). No caso dos métodos de precipitacdo hd duas rotas
conhecidas: processo de carbonatacdo, onde se borbulha diéxido de carbono em uma suspenséo
aquosa de hidroxido de calcio; e a dupla decomposicdo, que envolve sais contendo ions
(BABOU-KAMMOE et al., 2012). Os sais precursores na sintese de particulas de CaCO3
contendo ions calcio e carbonato sdo obtidos nas reacdes entre CaCl, e Na,COs, CaCl: e
NH4CO3 ou Ca(NOs3). e Na,CO3z (KAMBA et al., 2013). Dentre os pardmetros que controlam
a morfologia, a cristalinidade, a porosidade e a eficiéncia de encapsulacdo de particulas de
carbonato de calcio destacam-se as concentracdes dos reagentes, a solubilidade dos sais, a

velocidade de agitacédo e o tempo de reagéo.

Particulas obtidas a partir desse carbonato retém medicamentos e pesticidas por mais
tempo devido a lenta degradacdo de suas matrizes e sua porosidade, garantindo maior
efetividade na encapsulacdo (POELVOORDE, 2017). O carreamento de benzonidazol em
nanoparticulas de carbonato de calcio promove menor toxicidade e maior seletividade ao

Trypanosoma cruzi utilizando até vinte e cinco vezes menos farmaco (TESSAROLO et al.,
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2018; BEZERRA; 2014). Ja foi usado como carreador de insulina (Haruta et al. 2003),
valinomicina (QIAN et al., 2011) e cloridrato de ciprofloxacina (DIZAJ et al., 2017). Mesmo

em meio aquoso, ndo ha mudancas na porosidade desse material. (DIZAJ et al., 2015).

3.5. Espectrofotometria UV/Vis

A espectroscopia € o estudo da absorcdo e da emissdo de radiaces pela matéria, em
funcdo do comprimento de onda da radiacdo. Absorcéo é definida como o processo pelo qual a
intensidade de um feixe de luz é diminuida porque as moléculas na amostra passam por uma
transicdo do estado fundamental para um estado excitado (MANTELE; DENIZ, 2017).

A espectrofotometria UV/Vis € uma poderosa ferramenta de caracterizagdo nado
destrutiva que analisa solucbes que absorvem radiacdo na regido do ultravioleta (entre 200 e
400 nm no espectro eletromagnético), e na regido do visivel (entre 400 e 700 nm). O espectro
de absorcéo registra dados da absorbancia em funcdo do comprimento de onda. Cada espectro
de um dado composto tem picos com alturas caracteristicas que formardo a base de uma
caracterizacdo quantitativa dos compostos constituintes. A quantidade de radiacdo absorvida
por uma solucdo é uma funcdo da concentracdo da solucdo e da distancia pela qual a radiacéo
passa. Na préatica, o que € medido é a quantidade de radiacdo transmitida, que é expressa como
a transmitancia (NJUGUNA; VANLI; LIANG, 2015). A lei fundamental que rege a analise
espectrofotométrica quantitativa é a lei de Beer-Lambert:

A= —logT=log17°=e.c.d (1)

onde A é a absorbancia, T € a transmiténcia, lo € a intensidade da radiacdo incidente, | € a
intensidade da radiagdo transmitida, £ € o coeficiente de absor¢do molar (em L. molt.cm™), c é
a concentracdo (em mol/L) e d (em cm) é o comprimento do percurso da radiacdo na amostra.

A Figura 5 mostra os parametros da equagéo
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Figura 5 - Parametros da equacdo de Beer-Lambert

Fonte: NJUGUNA; VANLI; LIANG (2015)

Existem condi¢des fundamentais para que a aplicacdo da lei de Beer-Lambert seja
valida: feixe de luz estritamente monocromatico, distribuicdo homogénea das moléculas na
amostra, passagem completa do feixe de luz pela amostra, auséncia de dispersdo de luz e de
reagdes fotoquimicas na amostra, sem reemissdo da luz absorvida por fluorescéncia e valores
maximos de absorbancia de até 1,5 (MANTELE; DENIZ, 2017). Em solugBes muito
concentradas, devido a proximidade entre as moléculas de soluto, umas influenciam as outras,

0 que pode variar o0 valor do coeficiente de absorcao.

Para se obter informacBes quantitativas sobre um composto é necessario inicialmente
calibrar o instrumento utilizando solugbes com concentragcdes conhecidas do composto em
guestdo com o mesmo solvente que a amostra desconhecida. Para fazer uma curva de
calibracdo, o ideal € que seja usado no minimo cinco concentrac@es do composto. As solucdes
de calibracdo devem ser feitas com a maior precisdo possivel. Solucdes que absorvem na regido
do ultravioleta devem ser dispostas em cubetas de quartzo. Na regido do visivel podem ser
usadas cubetas de vidro (GANDHIMATHI; VIJAYARAJ; JYOTHIRMAIE, 2012).

3.6. Métodos de preparacéo de particulas de CaCOs

Nessa secao sdo descritas as principais técnicas de preparacao de particulas de carbonato
de célcio. A literatura destaca meétodos de precipitagdo quimica, homogeneizagdo de alta

pressdo e técnicas de emulséo.
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A precipitacdo quimica é a maneira mais facil de preparar particulas de CaCOz. Nesse
método as particulas sdo formadas pela reagdo entre ions calcio e ions carbonato presentes em
solucdes aquosas (Figura 6). Posteriormente, € feita a separagcdo das particulas presentes na

solucdo usando uma centrifuga, por exemplo (DIZAJ et al., 2015).

Figura 6 - Precipitagdo quimica

Mistura Separagido
Solugao
Awoss | ce|| WP =
Solugdo aquosa Formagio de nanoparticulas de
nanoparticulas de CaCO;
CaCoO;

Fonte: adaptado de DIZAJ et al., (2015)

Na técnica de homogeneizacao de alta pressdo o tamanho das particulas € reduzido por
cavitagdes e colisbes provocadas por um homogeneizador de alta pressdéo (HPG), como

ilustrado pela Figura 7.

Figura 7 - Método HPG

Reducao do
tamanho da
particula

Homogeneizacao
de alta pressao

Fonte: adaptado de DIZAJ et al., (2015)
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Adicionalmente, as técnicas de emulsdo tém destaque desde sua descoberta, tanto no
campo da pesquisa, como em diferentes campos industriais. S&o métodos de preparacao
versateis que permitem controlar varias propriedades das particulas como tamanho, morfologia
e homogeneidade (MALIK; WANI; HASHIM, 2012).

Emuls6es sdo dispersdes coloidais compostas por dois liquidos imisciveis, agua e 6leo,
e um surfactante (MCCLEMENTS, 2012). Surfactante ou tensoativo € uma molécula que
apresenta uma parte com caracteristica apolar (cauda) ligada a uma outra parte com
caracteristica polar (cabega). O surfactante diminui a tenséo interfacial entre as duas fases
imisciveis, Oleo e agua, e adsorve na interface para estabilizar as emulsGes (VAIDYA;
GANGULL, 2018). Os dois tipos mais comuns de disperséo coloidal que podem ser criados a partir
de agua, dleo e surfactante, sdo microemulsdes e nanoemulsdes. Além da terminologia em si, esses
dois sistemas sdo basicamente diferentes em termos de estabilidade termodindmica
(MCCLEMENTS, 2012).

Nanoemulsdes, também chamadas miniemulsGes, s&o sistemas heterofasicos
compostos por particulas com diametro de aproximadamente 100 nm. Por ndo serem
termodinamicamente estaveis, se separam nas fases constituintes. Uma maneira de controlar
esse tamanho é a partir da quantidade de surfactante introduzido no sistema. As nanoemulsdes
sdo preparadas a partir de métodos que envolvem alta energia como microfluidizadores ou
homogeneizacdo de alta pressdo, o que dificulta a ampliacdo para producdo comercial
(MUNOZ-ESPI; WEISS; LANDFESTER, 2012). As nanoemulsdes sdo frequentemente
transparentes, mas utilizando uma quantidade muito limitada de 4gua geram-se nanoemulsdes
opacas e leitosas (ANTON; VANDAMME, 2011; GUPTA et al., 2016).

O termo microemulsdo foi proposto por SCHULMAN et al (1959). Em seu
experimento, foi preparada uma solucdo de agua, benzeno, hexanol e oleato de potassio;
homogénea e ligeiramente opalescente. Ao adicionar um alcool de cadeia curta, tornou-se clara.
Entre 1943 e 1965 Schulman e seus colaboradores descreveram como preparar esse sistema,
que em sua maioria tinha quatro componentes: hidrocarbonetos (geralmente a fase oleosa),
surfactantes, co-surfactantes (geralmente um alcool contendo de 4 a 8 atomos de carbono) e
uma fase aquosa. Quando os surfactantes eram usados corretamente, o resultado poderia ser um
sistema com baixa viscosidade, transparente e muito estavel. Esses sistemas eram chamados de
dispersdes transparentes de agua e Oleo, hidromicelos ou oleomicelos. Apenas em 1959
Schulman propds chamé-los de microemulsées (MALIK; WANI; HASHIM, 2012).
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Microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis, opticamente transparentes,
dispersdes de dois liquidos imisciveis, estabilizadas por moléculas de surfactante (CHO et al.,
2008; SONG; KIM, 2000). Uma microemulsao por ser termodinamicamente estavel, deve formar-
se espontaneamente quando 0s componentes sdo misturados. Porém, na pratica, uma microemulsao
pode ndo se formar espontaneamente devido a presenca de barreiras de energia cinética e/ou
processos lentos de transporte de massa. Dessa maneira, pode ser necessario agitar mecanicamente
ou aquecer o sistema (MCCLEMENTS, 2012). As microemulsdes contém uma concentracao de
surfactante de cerca de 20%, em oposi¢do as nanoemulsdes, onde esse teor varia de 5-10%
(KAH et al., 2013).

Uma das razdes para a confusao entre os dois tipos de emulsao é devido aos prefixos usados
para denota-las: “micro” geralmente significa uma ordem de grandeza de 10, enquanto que o termo
“nano” geralmente significa uma ordem de 10°, o que implicaria que nanoemulsdes sdo formadas
por particulas menores do que as microemulsdes. Porém, geralmente acontece o oposto. 1sso porque
o termo “microemulsdo” tornou-se bem estabelecido entre pesquisadores bem antes do termo
“nanoemulsdo” ser introduzido. O primeiro artigo publicado que usou o termo “microemulsdo”
surgiu em 1961, enquanto o primeiro artigo usando o termo “nanoemulsdo” apareceu em 1996. O
termo “‘nanoemulsao” s6 se tornou popular nos ultimos anos, o que em parte se deve ao crescente
interesse no campo da nanotecnologia. HA muita discordancia sobre o tamanho das particulas que
distinguiria os tipos de emulsdo (MCCLEMENTS, 2012).

Dependendo dos liquidos e surfactantes usados as emulses podem ser de dois tipos:

e Emulsdes agua em 6leo (W/O): também chamadas emulsGes reversas, compostas por gotas

de 4gua dispersas em uma fase oleosa de hidrocarbonetos (Fig. 8a);

e Emulsdes 6leo em &gua (O/W): também chamadas emulsGes diretas, compostas por gotas

de 6leo dispersas em uma fase aquosa (Fig. 8b).
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Figura 8 - Principais tipos de emulsdes: (a) &gua em 6leo e (b) 6leo em agua.
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Fonte: adaptado de MALIK; WANI; HASHIM, (2012)

3.6.1 Microemulsdo agua em 6leo

E um tipo controlado de reacdo de precipitacdo. Inicialmente ha uma fase aquosa

contendo ions calcio que é misturada a uma fase organica para produzir a microemulsdo. Em

seguida, sob agitacdo, é adicionada uma solucdo aquosa contendo ions carbonato para formacao

das particulas de CaCOs, que serdo posteriormente separadas do meio aquoso com o uso de

uma centrifuga (DIZAJ et al., 2015). A Figura abaixo ilustra esse processo:
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Figura 9 - Microemulsédo W/O
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Fonte: adaptado de DIZAJ et al., (2015)

3.7. Microscopia eletrénica de varredura

Uma das técnicas de caracterizacdo mais utilizadas nas ciéncias e engenharia de materiais é
a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Tem sido uma ferramenta poderosa e
relativamente rapida para caracterizacdo morfol6gica de particulas. O MEV ¢é aplicado em uma
ampla gama de ciéncias fisicas e biolGgicas, engenharia, tecnologia e investigacdes forenses
(NEWBURY; RITCHIE, 2013).

Na microscopia eletronica de varredura, um feixe de elétrons com energias tipicamente
acima de 40 keV, é focado em um espécime e faz sua varredura ao longo de linhas paralelas.
Como resultado do impacto dos elétrons incidentes, varios sinais sdo gerados e coletados para
formar uma imagem ampliada e com aparéncia tridimensional (devido a elevada profundidade
de campo), ou para analisar a superficie de uma amostra (BOGNER et al., 2007; KOGURE,
2013). Ha emissdo de sinais sob a forma de elétrons, como elétrons secundarios e elétrons
retroespalhados; e de fotons, como 0s raios-x caracteristicos. Apés o impacto do feixe incidente
com os atomos, ocorrem dois eventos: espalhamento eldstico, uma mudanga na direcdo do
elétron sem perda de energia perceptivel; e espalhamento inelastico, uma perda de energia sem

mudanca perceptivel na dire¢cdo (SCIMECA et al., 2018).

Os elétrons secundarios sao elétrons de baixa energia (< 50 eV), resultado de uma colisdo

inelastica entre os elétrons primarios e os elétrons da amostra. S&o responsaveis pela obtencéo de
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imagens de alta resolugdo e fornecem as informagdes sobre a morfologia. Os elétrons
retroespalhados séo oriundos de colises elasticas e fornecem uma imagem caracteristica de
variacdo de composicdo. A area de elementos quimicos com numeros atdmicos mais elevados
parece ser mais clara, pois esses elementos produzem um maior nimero de elétrons retroespalhados;
0 que recebe o nome de contraste de fase (ERIC, 2017).

Um microscopio é constituido por um canhdo eletronico, uma coluna, um detector de
elétrons secundarios, um detector de elétrons retroespalhados e uma cadmara para a amostra (Figura
10). O canhdo eletrdnico atua como uma fonte de elétrons a partir de um emissor de elétrons
termidnico: geralmente filamentos de tungsténio ou de hexaboreto de lantanio. O termo emissor
termidnico indica que a emissdo de elétrons comeca pelo aquecimento. Ha também um cilindro de
Wehnelt (catodo) que direciona e controla o nimero de elétrons emitidos. Os elétrons direcionados
movem-se para 0 &nodo e alcangam a coluna. A coluna contém um sistema de lentes, condensadoras
e objetivas, que reduz a projecao inicial do feixe de elétrons. Acima das lentes objetivas, ha bobinas
de varredura que varrem o feixe para frente e para trds na amostra, linha por linha. Na coluna é
necessario que haja vacuo para que os elétrons emitidos n&o reajam com particulas de ar (ERIC,
2017).

Figura 10 - Diagrama esquematico de um MEV
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3.8. [Espectroscopia vibracional

A espectroscopia vibracional esté relacionada com as transigdes devido a absor¢édo ou
emissdo de radiacdo eletromagnética. Engloba a espectroscopia de absorcao no Infravermelho
e a espectroscopia de espalhamento Raman. Ambos os métodos permitem extrair informacdes

sobre a natureza quimica de um material.

3.8.1 Espalhamento Raman

O espalhamento Raman é um ramo da espectroscopia vibracional que fornece
informacdes moleculares, estruturais e eletronicas, permitindo a identificagdo de componentes
organicos e inorganicos (CARDELL; GUERRA, 2016).

O espalhamento Raman foi descoberto em 1928 por C.V. Raman e seu aluno Krishnan.
Mais tarde foi percebido que as mudancas de frequéncia correspondiam precisamente as
diferengas nos niveis de energia vibracional. A espectroscopia Raman fornece as impressoes
digitais de cada molécula com base em suas caracteristicas vibracionais Unicas, pois diferentes
grupos funcionais possuem diferentes energias vibracionais. Assim, cada molécula teria seu
perfil espectral Raman (PANG; YANG; HE, 2016). A espectroscopia Raman € uma técnica
baseada no espalhamento inelastico da radiacdo na regido do visivel ou préxima do
infravermelho da amostra. As moléculas da amostra sao excitadas para modos vibracionais mais
altos pelos fotons incidentes do feixe de laser. A maioria desses fotons incidentes é espalhada
elasticamente — espalhamento Rayleigh. Apenas uma pequena fracdo dos fétons incidentes, da
ordem de 1 em 10 milhdes, ¢ espalhada inelasticamente - espalhamento Raman (GARCIA-
BETANCOURT; RAHIER; VAN ASSCHE, 2018).

No espalhamento Raman, os fétons incidentes do feixe de laser excitam uma molécula
do estado fundamental para um estado de energia virtual. Devido as diferencas de energia entre
0 estado original e 0 novo, o comprimento de onda do féton emitido sofre um desvio,
provocando a dispersao da luz (GALA; CHAUHAN, 2015). O espalhamento inelastico de luz
pode resultar tanto em um foton de menor energia que o original — regido de Stokes, quanto em
um foton de maior energia — regido anti-Stokes (Figura 11) (ROSTRON et al., 2016).
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Figura 11 - Diferentes possibilidades do espalhamento da luz
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Na espectroscopia Raman ndo é necessario preparar a amostra, por isso comparado a

técnicas que exigem dissolucdo de sélidos, peletizacdo, compressao e assim por diante, é mais

facil de ser usada. Além disso, é uma técnica nao destrutiva, 0 que € muito Gtil ao analisar

materiais caros. Um espectro Raman representa a intensidade da luz (unidade arbitraria) versus

a mudanca de frequéncia da luz (nimeros de onda). Alguns grupos fornecem fortes sinais

Raman, como v(C-Cl), com um sinal na regifo de 550 - 800 cm™, e v(C = S), com um sinal na

regido de 1000 - 1250 cm™. Certos grupos polares, como v(O-H), fornecem um sinal Raman

fraco, mas um sinal infravermelho forte. A largura de um pico no espectro, por exemplo,

representa a qualidade dos cristais da amostra. J& a intensidade do pico Raman denota a
quantidade de amostra (GALA; CHAUHAN, 2015).

3.8.2

Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica usada para determinar a presenca de

grupos funcionais ou ligacGes ativas no infravermelho em amostras orgénicas ou inorganicas,
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na forma cristalina ou amorfa. E comumente usada para detectar bandas espectrais
caracteristicas que revelam moléculas ligadas a superficie de particulas. A espectroscopia no
infravermelho é um fenbmeno de absorcao/transmissdo: quando a radiacdo passa através de
uma amostra, essa absorve a radiacdo em comprimentos de onda especificos. Assim, permite a
identificacdo da natureza dos tipos de ligagdes. A preparagdo da amostra geralmente envolve a
moagem da amostra solida e dispersdo em materiais como o NaCl, KBr ou CaF, (GARCIA-
BETANCOURT; RAHIER; VAN ASSCHE, 2018; SINGH; MAJIK; TILVI, 2014).

O astronomo inglés William Herschel descobriu a radiagdo infravermelha em 1800
como sendo uma regido discreta do espectro eletromagnético. Porém, devido a
indisponibilidade de detectores de radiacdo IR (infravermelho) adequados e ao elevado valor
dos elementos dpticos, o campo da espectroscopia IR permaneceu pouco explorado por muitas
décadas. Abney e Festing, em 1882, obtiveram os espectros de absor¢do de cerca de cinquenta
compostos e identificaram que as bandas de absorcdo sdo caracteristicas de certos grupos
funcionais organicos. Em 1905, Coblentz publicou um trabalho que continha centenas de
espectros de substéncias organicas e inorganicas, servindo de base para a espectroscopia de
absorcdo analitica de IR. Com a construcdo do primeiro espectrdmetro de IR em 1930, houve
um rapido desenvolvimento no campo da espectroscopia analitica. Em 1947, Wright e Hersher,
desenvolveram um espectrémetro dispersivo de feixe duplo estavel. O desenvolvimento de
espectrometros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) revolucionou o campo
da espectroscopia no IR: utilizando um interferdmetro de Michelson (inventado por Albert
Abraham Michelson) e um procedimento matematico desenvolvido por Joseph Fourier para

converter um interferograma em um espectro (GAUTAM et al., 2015).

Uma ligacdo quimica em uma molécula pode vibrar de varias maneiras, e cada vibracdo
é chamada de modo vibracional. Existem dois tipos de vibracfes moleculares: estiramento (ou
deformacéo axial) e deformacdo angular. Uma vibracdo de estiramento € caracterizada pelo
movimento ao longo do eixo de ligagdo com o aumento ou diminuicdo das distancias
interatdmicas. J& uma deformacédo angular consiste de uma mudanca nos angulos de ligacdo em
relacdo ao restante da molécula (SINGH; MAJIK; TILVI, 2014). As ligagdes podem vibrar em
diversos modos normais, sendo seis modos principais: estiramento simétrico e estiramento
assimétrico; deformacdo angular simétrica no plano (tipo tesoura), deformacdo angular
assimétrica no plano (tipo rotacéo), deformacéo angular simétrica fora do plano (tipo balango)

e deformacdo angular assimétrica fora do plano (tipo torcao) - (Figura 12).
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Figura 12 - Modos vibracionais das moléculas. Os sinais + e - indicam saindo do plano e

entrando no plano, respectivamente
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Fonte: autoria propria

O espectro de IR é comumente dividido em trés regides com base na absorcdo por
diferentes 4tomos ou grupos. A regido entre 4000 e 1300 cm™ é chamada de regi&o do grupo
funcional: geralmente vibracdo de estiramento entre hidrogénio e &omos com massa menor ou
igual a 19. A regido entre 1300 e 910 cm™ é chamada de impressdo digital (fingerprint),
geralmente Unica para cada composto. A regido entre 910 e 650 cm™ é chamada de aromatica:
as bandas de IR nesta regido ndo vém necessariamente dos compostos aromaticos, mas a
auséncia de forte absorcdo nessa faixa geralmente indica a falta de aromaticos (SINGH;
MAJIK; TILVI, 2014).

A espectroscopia Raman e a espectroscopia de IR sdo técnicas complementares que
podem ser usadas para analisar diferentes aspectos de uma determinada amostra. Cada uma
dessas técnicas baseia-se em diferentes formas de interacdo com o objeto estudado e os
resultados sdo regidos por diferentes principios. A espectroscopia no infravermelho mede a luz
absorvida, enquanto a espectroscopia Raman mede a luz dispersa. O espalhamento Raman
depende da mudanca de polarizabilidade da molécula, enquanto que a espectroscopia de IR
depende principalmente da mudanca de momentos dipolares. Normalmente, se uma banda ¢

forte no IR, pode ser fraca no espalhamento Raman e vice-versa. A espectroscopia Raman pode
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identificar diferentes componentes em misturas de amostras mais facilmente do que a
espectroscopia no IR devido a largura de banda mais estreita de Raman. Um problema com o
infravermelho esta relacionado a absor¢édo de 4gua. Ja 0 Raman néo é afetado pela presenca de
ar, agua ou vidro (GALA; CHAUHAN, 2015; ROSTRON et al., 2016).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

O carbendazim (98% de pureza), o brometo de hexadeciltrimetil amonio (CTAB), o
cloreto de célcio e o carbonato de sddio foram adquiridos na Sigma-Aldrich. O alcool etilico
foi adquirido na Alphatec. O ciclohexano foi obtido na Neon Comercial LTDA. O éalcool n-

butilico foi adquirido na Dindmica Quimica Contemporanea LTDA.

4.2. Construcdo da curva de calibracédo do carbendazim

Para a construcdo da curva de calibracdo do carbendazim foi preparada uma solucéo
modelo, com concentracdo de 500 mg/L, a partir da dissolugdo do fungicida em uma solucao
tampdo de fosfato de potassio (pH = 7,0). A utilizacdo da lei de Beer-Lambert requer o
estabelecimento do comprimento de onda onde a solucdo tem absor¢cdo maxima. Dessa maneira,
é necessario obter o espectro de absorcdo: gréfico de absorbancia (Eixo Y) em funcdo do

comprimento de onda (Eixo X), em nm.

Foi feita uma varredura ao longo de uma faixa espectral, de 200 a 900 nm. O
comprimento de onda no qual a solugdo teve maior absorcdo foi em 285 nm (Figura 13).
Conhecendo-se este comprimento de onda, preparam-se solugdes com concentracdes
conhecidas e determina-se a absorbancia de cada solucdo. A partir da solucdo de 500 mg/L,
foram feitas dilui¢bes sucessivas para obter concentragdes de: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,
6,0, e 8,0 mg/L. Fazendo-se um gréafico da absorbancia (Eixo Y) em fungdo da concentracao
(Eixo X), obtém-se uma reta que € chamada de curva padrédo, a qual podera ser utilizada para

determinar a concentracdo de solucdes.
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Figura 13 - Espectro de absor¢do do carbendazim
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A partir da relagéo linear entre a absorbancia e a concentracéo das solugdes, tém-se a

curva de calibragéo (Figura 14).

Figura 14 - Curva de calibracdo do carbendazim
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A equacdo obtida esta indicada abaixo:
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Y =0,03073 X + 0,01244

Onde Y é a absorbancia e X a concentragdo de fungicida livre.

4.3 Meétodo de preparacéo das particulas de CaCOs

O método utilizado para preparagdo das particulas foi o de microemulsdo reversa dgua-
em-6leo (QIAN et al. 2011), amplamente utilizado como meio ideal para preparar particulas
inorganicas (DONG et al., 2010).

Para a preparagdo das particulas, inicialmente misturou-se e agitou-se brevemente 1000
pL de alcool n-butilico e 1800 pL de ciclohexano (Figura 15). Posteriormente, adicionou-se 0,6
g do tensoativo CTAB e essa mistura foi agitada a 1000 rpm por 30 minutos. A microemulséo
foi formada pela adi¢do de 100 ul de solugéo de CaCl, (1M) e de 10 mL de solugéo 1 mg/ml
de carbendazim, que foi submetida a agitacdo durante 30 minutos e posterior sonica¢ao durante
5 minutos. As particulas de carbonato de célcio foram precipitadas pela adicdo de 100 ul de
Na.,COz (1M) ao sistema de microemulséo, que foi mantido sob agitacdo magnética durante 10
minutos e submetido novamente ao processo de agitagdo ultrassénica por 2 minutos. O cloreto
de célcio e o carbonato de sddio sdo dois reagentes amplamente utilizados como fontes de ions

calcio e carbonato, e em geral a reacdo entre esses € dada pela equacao abaixo:
NaZCOS (aq) + CaCIZ (aq) — CaCO3l +2 NaCI (aq)

A solucéo de microemulsdo resultante foi mantida sob agitagdo suave por 24 horas a
temperatura ambiente para purificacdo. Posteriormente, as particulas foram lavadas com agua
destilada (2 ml) e etanol (2 ml) duas vezes, respectivamente, no tubo da centrifuga para remover
0 Gleo residual e impurezas indesejadas. Finalmente, as amostras foram secas a 50°C para

caracterizagé&o.
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Figura 15 - Esquema de sintese das particulas de CaCO3
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4.4. Eficiéncia de encapsulacdo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) € um dos principais parametros que avaliam a
usabilidade de pesticidas aprisionados em particulas. A eficiéncia de encapsulacdo d& uma ideia
sobre a porcentagem de ativo que € aprisionado/adsorvido nas particulas. Este parametro foi
analisado a partir de um método indireto calculando a diferenca entre a quantidade total de
pesticida usada para preparar as particulas e a quantidade de pesticida livre presente no
sobrenadante das particulas (KAMBA et al., 2013). A suspensdo foi centrifugada a 10.000 rpm
por 10 minutos para sedimentar as particulas e a quantidade de carbendazim livre presente no
sobrenadante da solucdo foi determinada medindo a absorbédncia a 285 nm em um

espectrofotdbmetro UV-Vis (Gehaka 340 G) usando a curva padrdo preparada previamente.

A eficiéncia de encapsulacao do pesticida foi calculada a partir da seguinte equagé&o:

peso total de pesticida- peso do pesticida ndo encapsulado
peso total de pesticida

% EE :{ }qoo @)
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4.5. Liberagéo in vitro

O estudo da liberacdo in vitro € uma das ferramentas mais usadas nos processos de
desenvolvimento e utilizacdo de liberacao controlada, pois permite avaliar a melhor formulagéo
e o0s possiveis riscos. O perfil de liberacdo fornece importantes informacdes sobre a interacdo
do fungicida e do sistema carreador, de maneira que podemos determinar a quantidade de
pesticida liberado em determinado tempo.

O perfil de liberagdo do carbendazim através das particulas foi feito baseado em uma
adaptacao do método descrito por DIZAJ et al., (2017). Foram diluidas 30 mg de particulas em
300 ml de solucdo tampéo de fosfato de potassio (pH = 7,0). Essa formulacéo foi mantida sob
agitacdo suave e em temperatura ambiente. Em intervalos pré-determinados (1h, 2h, 3h, 4h, 5h,
6h, 7h, 8h, 10h, 12h, 22h, 26h, 46h, 52h e 72h) aliquotas do meio foram removidas e esse
volume era reposto com solucéo tampéo. O volume era reposto para evitar a saturagdo do meio
com o ativo. As aliquotas eram submetidas a centrifugacdo a 10.000 rpm para sedimentacao
das particulas. O sobrenadante foi analisado e quantificado por espectrofotometria a 285 nm,

fornecendo a concentragao do pesticida liberado.
A concentracdo do pesticida liberado € calculada a partir do seguinte procedimento:

1) Ao retirar a primeira aliquota AV, obtém-se a primeira concentracdo medida, C; .

my
C, = - = Cimed

2) Repondo o solvente, uma aliquota AV de mesmo volume do retirado, temos uma

concentracéo C;.

C,.V,— C,. AV. AV.
11 1 1=C1(1 1)

C) =
1 v,

Ou seja, a concentragéo sofre um decréscimo AC,
AClz C{_ Clz _Cl'_

3) De maneira recorrente, temos:

C, = et
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Vi
AC = — ;.20
1 1 V1
4) Para o i-ésimo ponto
AV
€= M+ MGy, ACs = Gy (1= 57)

4.6 Preparacdo do inoculo

O isolado de Macrophomina pseudophaseolina BA; 14 foi obtido da colecdo do
laboratério de Fitopatologia 2 da Universidade Federal Rural do Semi-Arido localizado na

cidade de Mossoré-RN.

Um disco de aproximadamente 6 mm de didmetro foi cortado a partir de um fungo
subcultivado anteriormente e inoculado assepticamente no centro de uma placa de Petri. Esse
controle foi mantido na incubadora de Demanda Bioldgica de Oxigénio (BOD) a 25°C até o
crescimento fangico completo, quando o fungo tomou a placa de Petri. O periodo de incubagéo

da Macrophomina pseudophaseolina foi de 4 dias.

4.7 Avaliacdo da eficicia antifungica das formulacgdes

O desenvolvimento de novos sistemas antifungicos € um campo de estudo de grande
importancia, tanto pelo desafio da resisténcia dos patdgenos, bem como pela procura de
alternativas de protecdo as doencas que minimizem 0s riscos para 0 homem e para 0 meio
ambiente. E preciso desenvolver um sistema que apresente eficacia contra a acdo de
fitopatdgenos. Nesse sentido foi avaliado a eficicia antifingica das formulag¢fes contra a
Macrophomina pseudophaseolina: foram preparadas solucGes estoque na concentragdo de 100
mg/L (em relacdo ao ingrediente ativo) de carbendazim puro e da formulagdo de CaCO3z com
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carbendazim. Posteriormente, 1 ml e 0,5 ml foram adicionados a erlenmeyers contendo o meio
de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) de modo a obter um volume final de 100 ml, resultando
em concentracdes de carbendazim e formulacdo de 1 mg/L e 0,5 mg/L. Em cada uma das placas
de Petri foi adicionado aproximadamente 20 ml do meio, num total de cinco repeti¢bes para
cada tratamento. Um disco de 6 mm de diametro contendo o fungo foi inoculado no centro de

cada placa, que foi mantida na incubadora BOD por 4 dias.

Observagdes e medidas foram feitas quando o tratamento contendo a testemunha
(controle sem fungicida) tomou a placa de Petri. A medida do crescimento micelial do fungo
foi feita ao longo de duas linhas perpendiculares. A inibicdo do crescimento, porcentagem de

inibicdo do crescimento (PIC), foi determinada pelo uso da Equacéo 3:

Diametro Testemunha - DIAmetro Tratamento
Diametro Testemunha

PIC = { }QOO @3)

4.8 Andlise estatistica

Toda a andlise estatistica foi realizada utilizando o software SISVAR. Foi realizado um
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Cada tratamento teve cinco repeticdes. Os

resultados com p < 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Morfologia

Para realizacdo das medidas foi utilizado o microscdpio eletrénico de varredura Quanta
450 FEG-FEI, com voltagem de 20 kV e detector de elétrons secundérios.

O tamanho das particulas de carbonato de célcio puras variou entre 490 nm e 1000 nm. As
particulas de CaCOs carreadas com carbendazim apresentaram tamanho variando de 148 a 440 nm,
como pode ser visto na Figura 16. A partir das analises do MEV, da espectroscopia Raman e do
Infravermelho, a estrutura cristalina de ambas as particulas era do tipo calcita de morfologia cubica.
A calcita é um polimorfo do carbonato de célcio que existe nas formas romboédrica, prismatica,
escalenoédrica, esférica ou aglomerados semelhantes a cadeias (UKRAINCZYK; KONTREC;
KRALJ, 2009).

O tamanho € uma das mais importantes caracteristicas de uma particula, pois influencia
a liberacdo do ativo e a estabilidade da particula. Em qualquer método, os fatores associados a
determinacdo do tamanho das particulas séo a velocidade de homogeneizacéo, a composicao
das fases, a razdo entre os ions calcio e carbonato, o surfactante e a concentracdo da droga ou
pesticida (DIZAJ et al., 2015; CHEN; TAI, 2010).

O surfactante pode ter um papel duplo: pode funcionar como um molde que direciona o
crescimento dos cristais, e as espécies ativas de sua superficie podem estabilizar os cristais
formados. O CTAB é um surfactante catiénico que é escolhido para participar da sintese de
particulas de carbonato de célcio porque espera-se que sua carga positiva interaja com as
superficies anibnicas dos cristais de CaCOs - ions carbonato carregados negativamente (LIU;
YATES, 2006).

De maneira semelhante a esse trabalho, QIAN et al., (2011) preparou nanoparticulas de
carbonato de calcio carreadas com um pesticida usando microemulsdo agua em Gleo e 0s
resultados mostraram que a estrutura cristalina era principalmente do tipo calcita. O tamanho

de suas particulas variou entre 57 e 387 nm.



Figura 16 — Tamanho e morfologia: (a) particulas de CaCOz e (b) particulas de CaCO3
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Nesse trabalho foram utilizadas quantidades equimolares dos reagentes cloreto de calcio
e carbonato de sodio. Varios trabalhos assinalam que o polimorfismo e a morfologia do
carbonato de calcio sdo bastante afetados pela razdo molar de célcio/carbonato. CHEN; TAl,
(2010) analisou a influéncia da razdo molar calcio/carbonato e de diferentes tipos de aditivos
sobre a morfologia de particulas de CaCOz: a razdo molar igual a um formou calcita para todos
os aditivos usados a 25 °C. ROCK et al., (1997) obteve particulas do tipo calcita com
morfologias esféricas e romboédricas: as particulas romboédricas foram formadas em uma
proporcdo molar de 1:1 de célcio/carbonato. Ja as particulas esféricas foram formadas em uma
proporcdo molar de 10:1 de célcio/carbonato. Assim, o autor sugere que a razado morar 1:1 de
calcio/carbonato é um fator determinante na obteng&o de particulas romboédricas.

YU etal., (2005) sintetizou cristais de CaCO3 usando os aditivos PSMA e CTAB: foram
obtidos cristais romboédricos de calcita na presenca ou auséncia do CTAB, sugerindo que esse
surfactante ndo afeta a morfologia e o polimorfismo dos cristais. A literatura aponta ainda cristais
de CaCOs com diferentes morfologias: por exemplo, a partir de microemulsdes, KANG et al.,
(2005) obteve predominantemente vaterita com morfologia esférica. VIRAVAIDYA, LI;
MANN, (2004) obteve estruturas empilhadas semelhantes a placas, consistindo de cristais do
tipo calcita com morfologia pseudo-hexagonal. DIZAJ et al., (2016) sintetizou nanoparticulas
de carbonato de célcio carreadas com sulfato de gentamicina cuja estrutura cristalina era do tipo
vaterita, enquanto as nanoparticulas de CaCOs puras eram do tipo calcita de morfologia

esférica.
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5.2 Espalhamento Raman

Para realizagdo das medidas foi utilizado o espectrometro Raman modelo WITec alpha

300, sendo o laser utilizado de 532 nm.

O espectro Raman do carbendazim solido (Figura 17) é formado por sete bandas fortes
registradas em 619, 724, 961, 1019, 1261, 1270 e 1474 cm™ e duas bandas muitos fortes em
nimeros de onda mais baixos (127 e 151 cm™), que correspondem a vibragdes de rede. As
bandas remanescentes registradas dentro da regido analisada (100-1800 cm™), mostram uma
intensidade menor que as anteriores, sendo media ou fraca. No espectro foram utilizadas linhas

vermelhas para indicar as bandas mais intensas do carbendazim.

A banda localizada em 619 cm™ é atribuida a uma deformacéo angular CC do grupo
benzénico (Tabela 2). A banda em 724 cm™ é atribuida a deformagédo angular CC do grupo
benzénico e a deformagdo angular do COCHs. A banda em 961 cm™ ¢ atribuida a deformacao
angular NCOOCHjs. A banda em 1019 cm™ ¢ atribuida & deformacéo angular CN do grupo
imidazol, a deformacéo angular CC do grupo benzénico e ao estiramento COCHzs. A banda em
1261 cm* ¢ atribuida & deformagéo angular NH do grupo amidico e a deformagcéo angular CC
do grupo benzénico. A banda em 1270 cm™ é atribuida & deformagdo angular NH e a
deformacdo angular CH, ambas do grupo imidazol. A banda em 1474 cm™ é atribuida a
deformacédo angular NH do grupo amidico, a deformacdo angular CN do grupo imidazol e a
deformacéo angular CH do grupo metila (FURINI et al., 2016).

O espectro Raman do carbonato de calcio (Figura 17) é formado por quatro bandas
intensas registradas em 155, 281, 711 e 1082 cm™. Vibragdes com nlimeros de onda menor que
500 cm sdo vibragOes de rede, que correspondem a translagdes relativas dos fons calcio e
carbonato. Vibracdes superiores a 700 cm™ sdo vibragdes internas dos fons carbonato,
geralmente chamados de modos normais internos. No espectro foram utilizadas linhas azuis
para indicar as bandas mais intensas do carbonato de célcio. Os picos obtidos no espectro do
carbonato de célcio sdo caracteristicos de um espectro de calcita. Na calcita, o estiramento
simétrico é ativo no espectro Raman e a deformacdo angular fora do plano é ativa no
infravermelho. J& o estiramento assimétrico e a deformacdo angular no plano podem ser

observadas em ambos os espectros Raman e infravermelho (XU, 2015).
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Figura 17 - Espectros Raman: (a) Carbendazim, (b) Particulas de CaCOs e (c) particulas de

CaCOs + Carbendazim. Linhas vermelhas sdo relativas aos picos do carbendazim e as linhas

azuis sao relativas aos picos do CaCO3
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Fonte: autoria propria
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Tabela 2 - Atribui¢do dos modos vibracionais Raman do carbendazim

Numeros de onda (cm™) Atribuicéo *
127 e 151 Vibragdes de rede
619 3(CC)B:
724 3(CC)gz; 8(COCH3)
961 d(NCOOCH3)
1019 3(CN)iz; 3(CC)sz; V(COCHs)
1261 S3(NH)awm; 0(CC)g;
1270 3(NH)iz; 3(CH)iz
1474 3(NH)am; 3(CN)iz; S(CH)met

*Furini et al.,(2016)
Fonte: autoria propria

As bandas registradas em 155 e 281 cm™ correspondem a vibrag@es externas do grupo
COs3 (Tabela 3). A banda em 711 cm™ é atribuida & deformagéo angular no plano. A intensa
banda em 1082 cm™ ¢ atribuida ao estiramento simétrico (BUZGAR; APOPEI, 2009;
GABRIELLI et al., 2000).

Tabela 3 — Atribuicdo dos modos vibracionais Raman do carbonato de calcio

Numero de onda (cm™) Atribuicéo
155 e 281 Vibragdes de rede
711 o
1082 v

Fonte: autoria propria
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O espectro Raman do carbonato de célcio carreado com carbendazim (Figura 17 e
Tabela 4) é formado pelos picos apresentados nos espectros Raman do carbonato de célcio
juntamente com o0s picos apresentados no espectro do carbendazim: 122, 155, 295, 618, 720,
959, 1014, 1087, 1258, 1266 e 1470 cm™. Dessa maneira, podemos afirmar que o pesticida foi

incorporado a particula de carbonato de célcio.

Tabela 4 — Bandas no Raman do MBC, do CaCOj3 e do CaCOs + MBC

Numeros de onda (cm™)

MBC CaCOs CaCOs + MBC
127 122
155 155
151
281 295
619 618
711
724 720
961 959
1019 1014
1082 1087
1261 1258
1270 1266
1474 1470

Fonte: autoria propria
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5.3 Infravermelho

Os espectros no infravermelho foram realizados para confirmar as estruturas quimicas
das particulas e para avaliar a interacdo entre o pesticida e o carreador. Foi utilizado o
espectrometro no infravermelho com Transformada de Fourier pelo método do disco de KBr

de 4000 — 400 cm™® com resolugdo de 4 cm™.

O espectro no infravermelho do carbendazim sélido (Figura 18) é formado por seis
bandas fortes registradas em 1092, 1192, 1265, 1325, 1589 e 1625 cm™. As bandas abaixo de
1200 cm™* podem ser atribuidas as deformagdes dos anéis aromaticos e heterociclicos. A banda
em 1589 cm™ ¢ atribuida ao estiramento C=C do anel benzénico (GE et al., 2012). A banda em
1625 cm™ ¢ atribuida ao estiramento C=N. O estiramento C-N tem como caracteristica produzir
bandas intensas entre 1200 e 1310 cm™ (NEGl et al., 2014; VIJAYAN et al., 2004). No espectro

foram utilizadas linhas vermelhas para indicar as bandas mais intensas do carbendazim.

O espectro no infravermelho do carbonato de célcio (Figura 18) é formado por cinco
bandas fortes registradas em 222, 293, 712, 872 e 1392 cm™. As bandas em 222 e 293 cm™ sdo
atribuidas a vibragéo da rede cristalina. A banda em 712 cm™ é atribuida & deformagao angular
no plano (v4) OCO. A banda em 872 cm™ é atribuida a deformacgao angular fora do plano (v2)
COs. A banda em 1392 é atribuida ao estiramento assimétrico (v3) CO. A frequéncia de
absorcdo para 0 estiramento assimétrico € muito ampla e intensa, valores entre
aproximadamente 1400 - 1500 cm™, portanto a atribuicdo da banda no é precisa (LOY et al.,
2016; SHEN et al., 2007; WEIR; LIPPINCOTT, 1961; PLAVSIC et al., 1999). No espectro

foram utilizadas linhas azuis para indicar as bandas mais intensas do carbonato de célcio.

O espectro no infravermelho do carbonato de célcio carreado com carbendazim (Figura
18 e Tabela 5) é formado por onze bandas fortes registradas em 224, 300, 712, 873, 1091, 1192,
1265, 1325, 1394, 1588 e 1626 cm™. As bandas registradas correspondem aos picos
apresentados nos espectros do carbonato de célcio e do carbendazim. Esse resultado confirma
a presenca do carbendazim na formulacéo. A auséncia de alteracéo significativa na posicdo dos
picos do carbendazim nas particulas carreadas com o pesticida indicou que ndo houve interacao
quimica entre 0 MBC e a formulacdo durante o processo de preparacdo. Resultado semelhante
ao obtido por SANDHYA et al., (2017), que sintetizou nanoparticulas poliméricas para analisar
a liberagéo controlada do carbendazim e atestou pela analise do infravermelho que o fungicida

foi carreado na nanoparticula sem ocorréncia de reagdo quimica.
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Figura 18 - Espectros IR: (a) Carbendazim, (b) Particulas de CaCOs e (c) particulas de CaCO3
+ Carbendazim. Linhas vermelhas s&o relativas aos picos do carbendazim e as linhas azuis sao

relativas aos picos do CaCO3
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Tabela 5 — Bandas no IR do MBC, do CaCO3 e do CaCOs + MBC

Nudmeros de onda (cm™)

MBC CaCOs CaCOs3 + MBC
222 224
293 300
712 712
872 873
1092 1091
1192 1192
1265 1265
1325 1325
1392 1394
1589 1588
1625 1626

Fonte: autoria propria

5.4 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (Equacdo 2) do carbendazim no presente trabalho foi de
aproximadamente 99%, o que indica que houve afinidade do sistema carreador com o fungicida
e que praticamente todo o pesticida empregado durante a fase de sintese das particulas é

aprisionado na formulagdo final.

peso total de pesticida- peso do pesticida ndo encapsulado
peso total de pesticida

% EE :{ }qoo )
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O carbendazim é um composto bastante hidrofébico, com solubilidade aquosa de 8
mg/L (a 24°C e pH=7,0). Essas caracteristicas poderiam sugerir que ndo haveria afinidade com
0 sistema carreador, uma vez que o mesmo é preparado a partir de solugdes aquosas de sais.
Porém, particulas de carbonato de célcio devido a natureza porosa ou aos nanoporos em sua
superficie, ttm uma forte capacidade de carrear moléculas independentemente da carga
superficial ou hidrofilicidade do ativo (KAMBA et al., 2013).

Similarmente a esse trabalho, SANDHYA et al., (2017) preparou nanoparticulas de
carbendazim usando quitosana e pectina como matrizes poliméricas e a eficiéncia de
encapsulacao de sua formulacéo foi de 99,2%. KOLI et al., (2015) sintetizou nanoformulacdes
de carbendazim empregando polimeros anfifilicos e as eficiéncias de encapsulacdo das
formulacdes variaram entre 92,60% e 96,82%. CAMPOS et al., (2015) preparou nanoparticulas
poliméricas e nanoparticulas lipidicas sélidas para o carreamento dos fungicidas carbendazim
e tebuconazol. Para o carbendazim os valores de eficiéncia de encapsulacdo, em ambas as
nanoparticulas, foram superiores a 99%. UENO et al., (2005) sintetizou nanoparticulas de
carbonato de célcio incorporando fosfato de betametasona, cuja eficiéncia de encapsulacéo foi
superior a 90%. KAMBA et al., (2013) sintetizou nanocristais de carbonato de célcio contendo
doxorrubicina: a eficiéncia de encapsulacdo da droga foi de 97%. Com excec¢do de KOLI et al.,
(2015), os demais autores citados acima também calcularam a eficiéncia de encapsulacdo pelo

método indireto.

5.5 Liberacéo in vitro

As particulas foram dissolvidas em solucdo tampao a fim de oferecer condi¢cdes para
que o ativo fosse liberado e garantir que durante a liberacdo ndo haveria variagdes no pH da
solucgdo. A Figura 19 mostra a porcentagem de liberagdo do carbendazim em funcéo do tempo:

a liberacdo do carbendazim presente nas particulas atingiu 93% em 72 horas.
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Figura 19 - Perfil de liberacéo do carbendazim
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Fonte: autoria propria

No caso do fungicida puro, o ingrediente ativo estaria imediatamente disponivel e
apresentaria liberacdo total instantaneamente, sendo necessario repetir as aplicagdes para
garantir o controle efetivo das pragas. Nas formulacfes o ingrediente ativo esta protegido pela
matriz, seja ela de qualquer natureza, sendo protegido contra ataques de agentes microbianos e
ambientais; como luz, oxigénio e hidrolise. Devido a isso, a liberacdo € otimizada e apresenta
maior duracdo, tendo como consequéncia direta o uso de doses menores de fungicida, menor
namero de aplicagdes, e assim, menor toxicidade e contaminacdo do meio ambiente (KOLI et
al., 2015; SANDHYA et al., 2017) .

Similarmente no estudo de DIZAJ et al., (2017) houve liberacdo sustentada de cloridrato
de ciprofloxacina, cuja liberacao a partir de nanoparticulas de CaCOsz se prolongou por 12 horas,
enquanto que a droga pura (antibidtico na forma de pd) foi liberada quase que imediatamente:
nas primeiras duas horas. No trabalho de QIAN et al., (2011) os perfis de liberacédo do pesticida
valinomicina a partir das nanoparticulas de carbonato de célcio tiveram taxas iniciais proximas
a 20%, semelhantes a esse trabalho, que em uma hora foi liberado 19% de carbendazim. O autor

acima explica que essa rapida liberacdo inicial, chamada de liberagdo “explosiva”, pode ser
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atribuida a moléculas da superficie que ndo estavam fortemente ligadas as nanoparticulas, ou

seja, que ndo estavam encapsuladas no interior, ocorrendo a dessor¢do do ativo da superficie.

WANG et al., (2017) sintetizou um filme de quitosana e p-Ciclodextrina-Epicloridrina
para liberacdo controlada do carbendazim. Houve uma rapida liberacdo inicial (liberacdo
“explosiva”) do carbendazim de 3 a 18 horas para os filmes de quitosana, e de 9 a 18 horas para
os filmes de quitosana e B-Ciclodextrina-Epicloridrina. Apos 48 horas, cerca de 87% e 76% do
carbendazim foi liberado dos filmes de quitosana e de quitosana e p-Ciclodextrina-
Epicloridrina, respectivamente. Nesse trabalho, ap6s um tempo decorrido semelhante, em 46

horas, foi liberado 73% do carbendazim, taxa similar a obtida pelo autor.

5.6 Eficacia antifungica das particulas

A formulacéo e o carbendazim puro foram testados nas mesmas condic¢des para avaliar
sua atividade antifangica contra a Macrophomina pseudophaseolina. Os resultados em relagédo
ao carbendazim puro foram semelhantes aos obtidos pela aplicacao das particulas, como pode
ser visto na Figura 20 e na Tabela 6. Verificou-se que a formulagdo poderia inibir
significativamente o crescimento da Macrophomina pseudophaseolina: na concentracéo de 1
ppm houve inibicdo de quase 80% do crescimento fangico. Uma vez que a formulacédo
desenvolvida tem como caracteristica liberacdo lenta e prolongada, as particulas carreadas com
carbendazim podem ter maior duracdo de eficAcia em comparacdo ao fungicida puro. Dessa
maneira, usando a mesma quantidade de pesticida, mantem-se uma concentracdo efetiva do
ingrediente ativo por um periodo maior, e assim, espera-se um efeito antifungico mais

duradouro no controle de doencas causadas por fitopatdgenos.
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Figura 20 - Eficacia antifungica da formulacdo e do carbendazim contra Macrophomina

pseudophaseolina
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Fonte: autoria propria

Tabela 6 - Porcentagem de inibi¢cdo da Macrophomina pseudophaseolina

Fungicida Macrophomina pseudophaseolina (porcentagem de inibicdo) + DP,n=5
Concentracao
1,0 ppm 0,5 ppm
Formulacéo 78,00 £ 1,35 75,44 + 1,08
Carbendazim puro 79,22 £ 1,75 78,78 + 1,88

Fonte: autoria propria

E importante ressaltar que em associacio as particulas, é provavel que ocorra
diminuicdo da toxicidade do fungicida, o que é muito benéfico, pois muitos fungicidas podem
levar ao desenvolvimento de varias doencas, como o cancer, e levar ao ébito por intoxicacao.
CAMPOS et al.,, (2015) realizou ensaios de citotoxicidade para avaliar o efeito de
nanoparticulas contendo os fungicidas carbendazim e tebuconazol sobre a viabilidade celular
de fibroblastos de camundongos. As nanoparticulas exerceram um efeito protetor em relacdo

as formulagdes comerciais, diminuindo a toxicidade dos fungicidas.
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E provavel também que as particulas reduzam de forma expressiva a concentracio de
pesticida presente no solo devido a lixiviacdo (provocada pela irrigacdo), pois devido a
encapsulacdo, uma quantidade menor de fungicida esta disponivel para ser lixiviado. Dessa
maneira sdo reduzidas as perdas no meio ambiente, diminuindo o impacto ambiental; e sdo
necessarias menos reaplica¢fes do fungicida. CAMPOS et al., (2015) avaliou a cinética de
liberacdo dos fungicidas carbendazim e tebuconazol no solo. Comparou a formulagéo comercial
com os fungicidas encapsulados em nanoparticulas. Apos cada irrigacdo com agua destilada, o
lixiviado era coletado e filtrado, e era determinada a concentragdo do fungicida. Nas
nanoparticulas contendo carbendazim, apds nove irrigacoes, o valor variou entre 3,2% e 4,8%,
dependendo se era uma nanoparticula polimérica ou lipidica. J& a partir da formulacéo

comercial, foi liberado 17% de carbendazim.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, muitas empresas tém se interessado em desenvolver sistemas de
liberacdo que reduzam o uso indiscriminado dos pesticidas convencionais e que garantam uma
aplicacdo segura. A aplicacdo excessiva de agrotoxicos aumenta o potencial impacto no meio
ambiente, uma vez que aumenta a probabilidade de escoamento ou lixiviacdo, e portanto, a
poluicdo do solo e de aguas superficiais ou subterraneas. A tecnologia de encapsulamento de
pesticidas tem proporcionado avangos para 0 ramo agricola no que se refere ao
desenvolvimento de formulac6es de pesticidas mais eficazes e menos poluidoras. Porém, sdo
necessarios estudos mais aprofundados sobre sistemas de liberacdo modificada, abrangendo
uma gama maior de materiais que podem ser usados como matrizes, bem como estudar o
carreamento de diversos tipos de fungicidas. E necessario também avaliar a eficacia das

formulacdes desenvolvidas, bem como sua toxicidade.

Os cristais de CaCOs sintetizados mostraram ser bons carreadores para o fungicida
carbendazim, com eficiéncia de encapsulacdo de aproximadamente 99%. O tamanho das
particulas de carbonato de calcio puras variou entre 490 e 1000 nm. J& as particulas de CaCOs
carreadas com carbendazim apresentaram tamanho variando de 148 a 440 nm. A andlise de
microscopia eletronica de varredura permitiu também conhecer a morfologia das particulas, que
mostrou ser cubica. As analises de espectroscopia vibracional apresentaram picos experimentais que
estavam de acordo com os picos encontrados na literatura para o carbendazim e para o carbonato de
calcio. A partir da analise desses picos encontrados no espectro Raman e no espectro de

Infravermelho foi possivel identificar que o carbonato de célcio se encontrava na forma de calcita.

O perfil de liberagdo do fungicida ocorreu de maneira sustentada, assinalando que esse
sistema apresenta liberagdo modificada e eficiente. Ao se comparar com o fungicida puro, que
é liberado imediatamente, a encapsulacdo do carbendazim apresenta a vantagem de menos
reaplicacBes, que implicam em menor toxicidade e contaminacio ambiental. E fundamental
analisar se as particulas se mostram eficientes quando em contato com agentes fungicos. As
particulas de CaCOsz exibiram excelente atividade antifingica contra a Macrophomina
pseudophaseolina, um fungo que atinge culturas como milho, soja e feijdo. Dessa maneira, esse

sistema ndo inibiu a a¢do do pesticida, podendo ser explorado para o controle de pragas.
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Destaca-se que nesse trabalho foi sintetizada uma particula de um material inorgénico,
pouco reportada no que se refere a liberagdo de pesticidas, e ndo relatada em associacéo ao
carbendazim. Essa dissertacdo forneceu uma nova visdo sobre a aplicacdo do carbendazim,
apresentando uma nova formulacdo para encapsulacao desse fungicida que pode ser explorada
no controle de doencas. Promoveu a interconexéo entre o ambiente académico e a realidade do

semidrido, pois se trata de um fungicida comumente usado nessa regiao.

Em trabalhos futuros podem ser feitas mais analises, como a Difracdo de Raios-x, a
Espectroscopia de Energia Dispersiva, o Potencial Zeta e uma Anélise Termogravimétrica.
Podem ser testados outros fungicidas, bem como outras matrizes para as particulas. Seria
interessante também variar as condi¢des de sintese, como as concentracdes dos reagentes, para
avaliar o efeito sobre a particula: se afetaria o tamanho, a estrutura cristalina e a estabilidade.
No que se refere a liberagdo, poderiam se empregar modelos matemaéticos para elucidar os
mecanismos envolvidos na liberacdo do carbendazim. Além do estudo in vitro, em trabalhos
futuros poderia ser feito uma avaliacdo no campo: o efeito da formulacéo sobre o crescimento
das plantas. De maneira geral, esse sistema de entrega pode abrir novas perspectivas no combate

a fungos que causam prejuizos a agricultura, saide humana e meio ambiente.
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