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RESUMO

DUARTE, Valber Georgio de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa Campus
Rio Paranaiba, fevereiro de 2019. Sintese e caracterizacio de microesferas de
alginato e caulinita incorporadas com agroquimicos para o controle de formigas
cortadeiras do género Atta spp. Orientador: Jairo Tronto. Coorientador: Flavio Lemes
Fernandes.

As formigas cortadeiras, Atfta spp. sdo pragas severas que causam prejuizos de bilhdes
de dolares em cultivos florestais. Atualmente, o uso de {iscas granuladas e a
termonebulizacdo sdo os principais métodos de controle desta praga. Neste contexto,
novas formula¢des podem ampliar as op¢des de controle. Assim, objetivou-se sintetizar
e caracterizar iscas para o controle de Atta spp., a partir de materiais hibridos organico-
inorganicos formados pela interacdo entre microesferas de alginato e caulinita
incorporadas com os agroquimicos: tetraborato de sddio, esporos de Beauveria
bassiana, sulfluramida e clorpirifés. O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Compostos Lamelares (LCL), area experimental da Universidade Federal de Vicosa —
Campus Rio Paranaiba e Fazenda Donanas. As técnicas de caracterizacao utilizadas:
Difracdo de Raios X no P66 (DRXP), Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR-ATR) e Andlise Termogravimétrica Acoplada a
Anélise Termica Diferencial (TGA-DTA), forneceram informagdes caracteriticas dos
materiais precursores da sintese, confirmando a presenca dos mesmos apos a fabricacio
das iscas. Os testes de liberagdo “in vitro” para as microesferas contendo boro e
clorpirifés mostraram que a taxa de liberacdo acumulada para a solu¢ao ocorreu em um
periodo de 1h, atingindo 100% de liberacdo para o boro e 86% do inseticida clorpirifos.
Os testes de lixiviacdo de boro e clorpirifés mostraram o comportamento desses
inseticidas no solo. As microesferas com tetraborato de sédio apresentaram percolacao
de até 100% em 15 dias. Os bioensaios em laboratdrio e no campo permitiram verificar
a eficiéncia das iscas em atividade. As microesferas mais eficientes para o controle
desses insetos apos a atividade em campo foram as iscas que apresentavam em sua
composi¢do o principio ativo de Beauveria bassiana (T3) para o bioensaio 1 (plantacdes
de eucaliptos) e as esferas com o principio ativo do inseticida clorpirifés (T8) para o
bioensaio 2 (pastagem). Conclui-se que a sintese das microesferas contendo os
agroquimicos originaram produtos inéditos na literatura que apresentam potencial
formicida, sendo eficientes como técnica de manejo uma vez que apresentaram elevados

percentuais de mortalidade dentro do periodo de dias avaliados.
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ABSTRACT

DUARTE, Valber Georgio de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa Campus
Rio Paranaiba, February, 2019. Synthesis and characterization of alginate
microspheres and kaolinite incorporated with agrochemicals for control of
leafcutter ants of the genus Atfa spp. Advisor: Jairo Tronto. Co-Advisor: Flavio
Lemes Fernandes.

The leafcutter ants, Atfa spp. are severe pests that cause loss of billions of dollars on the
plantations. Currently, the use of granulated baits and the thermal fogs application are
the options to control of these pests. In this sense, new technologies are welcome to
expand the control options. Therefore, this work had as goals synthesize and
characterize baits for control of Afta spp., from organic-inorganic hybrid materials,
derived from interaction between alginate microspheres and kaolinite, incorporated with
agrochemicals (e.g. sodium tetraborate, Beauveria bassiana spores, sulfluramide, and
chlorpyrifos). The experiments were carried out at Laboratory of Layered Compounds
(LCL), experimental area of the Federal University of Vigosa - Campus Rio Paranaiba,
and Donanas Farm. The characterization techniques used were X-ray Powder
Diffraction (XRPD), Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (ATR-FTIR), and Simultaneous Thermogravimetric Analysis-Differential
Thermal Analysis (TGA-DTA). These techniques provide -characteristics about
materials precursors of the synthesis, evidencing the presence of the same ones in the

’

baits. The “in vitro” release tests, for the microspheres containing boron and
chlorpyrifos, showed that the cumulative release rate occurred over a period of 1 hour,
reaching 100% release for boron and 86% of the chlorpyrifos. The boron and
chlorpyrifos leaching's tests showed the behavior of these insecticides in the soil. The
microspheres with sodium tetraborate showed percolation up to 100% after 15 days.
The bioassays in the laboratory and in the field allowed verifying the efficiency of the
active baits. The most efficient microspheres for the insect’s control, after the field
activity, were the baits with Beauveria bassiana (T3) in the bioassay 1 (eucalyptus
plantations), and microspheres with chlorpyrifos (T8) in the bioassay 2 (pasture).
Conclude that the synthesis of the microspheres containing the agrochemicals,
originated products unpublished in the literature that present formicide potential, being

them efficient as management technique, since they presented high  mortality

percentages within the evaluated period of days.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, as maiores modificacbes ao meio ambiente, t€m sido
causadas por atividades humanas, como a producdo de alimentos ou de bioenergia
(Giesel, 2007). Apés a Segunda Guerra Mundial, a humanidade concebeu a consciéncia
da necessidade de transformacao e otimizacao dos meios de producdo, principalmente a
alimenticia, que consequentemente influenciou a chamada ‘Revolugdo Verde’ na década
de 1950, que foi o conjunto de novas préticas e inovagdes dos sistemas de plantio e
controle de pragas nas lavouras (Epstein, 2014). Os impactos ambientais causados pds-
revolu¢do verde, favoreceram um desiquilibrio do agrossistema, aumentando a
proliferacdo de insetos devido ao intenso cultivo, que em sua grande maioria ndo eram
realizadas de maneira sustentavel (Gliessman, 2000).

No Brasil, existem cerca de 2000 espécies diferentes de formigas, esses insetos
desempenham um papel importante na cadeia alimentar (Campos, 2017). As formigas
cortadeiras, dos géneros Atta (saivas) e Acromyrmex (quenquéns), sao pragas severas
que causam prejuizos de bilhdes de ddlares em cultivos florestais, especialmente apds o
processo germinativo no qual a parte aérea da planta (muda) j4 estd desenvolvida, sendo
um alvo fécil, desse modo, novos plantios devem ser realizados, elevando os gastos
(Zanetti et al., 2003).

A grande maiora das técnicas de manejo desenvolvidas para o controle desses
insetos € direcionada para o género Afta spp. € posteriormente adaptadas para o género
Acromyrmex (Buratto, 2013). Os fungos simbiontes localizados na parte subterranea dos
formigueiros, dificultam o controle desses insetos, assim novas técnicas de combate a
esses inimigos naturais devem ser desenvolvidas (Zmitrowicz, 2001). As poucas
técnicas de manejo de formigas cortadeiras, envolvem os controles mecanico, cultural,
bioldgico e quimico. O controle quimico € o mais eficiente, podendo ser realizado com
diferentes produtos e formas distintas de aplicacdo, variando de técnicas de baixa
toxicidade e de baixo custo, como o uso de iscas granuladas ou p6 seco, a técnicas mais
toxicas e de alto custo como a termonebulizacdo (Zanetti et al., 2002).

Nos ultimos 70 anos, os inseticidas vém sendo amplamente utilizados na
agricultura para o controle de pragas, garantindo o suprimento de alimentos para uma
populacdo em constante crescimento. Muitos praguicidas tiveram seu uso proibido
devido a sua alta toxicidade e, ou, persisténcia no ambiente (Santos et al., 2007). Os

organoclorados, pioneiro grupo dos praguicidas sintéticos, tiveram seu uso agricola



proibido no Brasil desde 1985, sendo somente autorizados em campanhas de satde
publica (Portaria n°. 329 de 02/09/85 do Ministério da Agricultura).

Devido a necessidade de encontrar meios mais sustentdveis, as pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de inseticidas ndo agressivos t€m se intensificado cada
vez mais, com o objetivo de preservar o meio ambiente e evitar a intoxicacao de animais
do ecossistema. As novas tecnologias sdo baseadas em novos materiais com
propriedades que ndo sdo encontradas nos materiais convencionais. Como por exemplo,
os materiais hibridos organico-inorganicos, uma classe especial de materiais preparados
pela combinacdo adequada de componentes organicos e inorganicos (Fernandes et al.,
2014). O efeito sinérgico entre as partes produz materiais com propriedades singulares,
distintas de seus componentes isolados. Estes materiais representam uma alternativa
criativa e permitem aplicacOes industriais inovadoras (Abelldn et al., 2015; Sanchez et
al., 2011a; Sanchez et al., 2011b).

Nesse sentido, os biopolimeros origindrios de fontes renovéveis, tém sido
combinados com diferentes substancias inorganicas, formando materiais hibridos
organico-inorganicos (Darder et al., 2008; Sanchez et al., 2011a). Esses materiais estdo
sendo aplicados em diferentes dreas do conhecimento, utilizados principalmente como
matrizes para o transporte de farmacos (Takahashi and Yamaguchi, 1991),
agroquimicos (Benicio et al., 2015) e fertilizantes (Darder et al., 2005).

O alginato de sddio (Figura 1) é um biopolimero muito utilizado para a formacao
de materiais hibridos organico-inorganicos (Chan et al., 2002; Jain e Datta, 2016).
Propriedades como a sua biodegradabilidade, ndo imunogenicidade e capacidade de
formar gel com uma variedade de agentes de reticulacio em condicdes brandas e
aquosas, tornam esse polimero um transportador potencial para entrega controlada de
agentes biologicamente ativos (da Silva et al., 2017). O alginato de sédio € um
carboidrato coloidal obtido de algas marinhas de férmula quimica NaCsH7Os,
pertencente a familia de copolimeros bindrios, € composto por ligagdes 1-4 de acido B-
D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurdnico (G), com larga variagdo na composicao e na
estrutura sequencial. A diferenca na sequéncia e no conteido de blocos determina a
flexibilidade da cadeia, influenciando na solubilidade e na estabilidade do gel formado
(Mazutis et al., 2015; Oh et al., 2011).

O alginato de s6dio forma um gel em contato com o célcio. Dependendo do
método de sintese utilizado, o gel de alginato pode ter a forma de microesferas. Um dos

primeiros relatos da formacdo de microesferas de alginato utilizando cloreto de calcio



por um processo de emulsificagdo com surfactantes foi relatado por Wan e

colaboradores (1994).
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Figura 1. Representacdo da estrutura do biopolimero alginato.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
O presente trabalho teve como objetivos sintetizar e caracterizar materiais
hibridos orgénico-inorganicos formados de microesferas de alginato e caulinita para
incorporacdo de agroquimicos utilizados no controle de formigas cortadeiras do género

Atta spp., e realizar bioensaios de eficdcia e comportamental em campo e laboratorio.

1.1 Formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras sdo insetos da ordem Hymenoptera, familia Formicidae,
subfamilia Myrmicinae e tribo Attini (Astruc et al., 2004; Bolton, 1995; Schultz e
Meier, 1995). As espécies de formigas existentes sao os gé€neros Atta (saudvas),
Acromyrmex (quenquéns), Trachymyrmex, Sericomyrmex e Apterostigma. As saivas
distribuiem-se desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina . As quenquéns
podem ser encontradas da Califérnia até o centro da Argentina. As espécies de maior
importancia e mais comuns no Brasil sdo as do género Atta e Acromyrmex, ocorrendo
nove subespécies de Acromyrmex e trés subespécies de Atta sexdens Patagdnia (Zanetti
et al., 2002; Mariconi, 1979; IPAGRO, 1980).

A morfologia desses insetos permite diferenciar e identificar qual o seu género
(Figura 2). As formigas cortadeiras do género Acromyrmex apresentam entre quatro a
cinco pares de espinhos em seu dorso tordcico, além de tubérculos no seu abdémem
(géster), diferentemente do encontrado em formigas do gé€nero Atta spp., as mesmas

apresentam trés pares de espinhos no dorso do térax e gaster liso (Fowler et al., 1993).



Figura 2. llustragdo da morfologia das formigas: (a) Quenquém (Acromyrmex) e (b)
Sauva (Atta ssp.).
Fonte: Adaptado de AntWeb.

Observando a aparéncia externa dos ninhos € possivel identificar o género das
formigas. Os sauveiros sdo grandes e apresentam grandes quantidades de terra solta
préoximas ao olheiro, em contrapartida os ninhos de quenquéns sdo menores e nao
apresentam grande quantidade de terra solta (Figura 3).

O alto grau de polimorfismo, apresentado pelas cortadeiras do género Atta spp.,
permitem que as formigas exercam funcdes especificas para o bem comum da colonia.
A organizagdo desses insetos na forma de castas compde uma estrutura socialmente
perfeita, € a0 mesmo tempo complexa (Della Lucia et al., 1993). Em uma colonia a
rainha é a formiga principal, responsavel pela reproducdo das operdrias (estéreis), que
podem subdividir em cortadeiras, jardineiras e soldados, cada uma exercendo a sua
fungdo. As cortadeiras sdo as principais responsdveis pelo corte e transporte de folhas
para o interior do ninho, as jardineiras nutrem fungos simbiontes e, por fim as formigas
soldado auxiliam na defesa contra competidores e intrusos que se aproximem do
formigueiro (Wilson, 1980; Reis Filho et al., 2011). Devido a alta complexidade
organizacional desses insetos, uma comunicac¢do eficiente se faz necessaria, visto que as
formigas realizam cortes de folhas em plantas as vezes distantes do olheiro e, ou, pelas
colonias apresentarem milhdes de operdrias (formigueiro adulto). Essa comunicagdo
ocorre principalmente por meio de sinais quimicos (feromdnios depositados ao longo

das trilhas), tateis e sonoros (Holldobler, 1978).
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Figura 3. Imagens fotograficas da parte externa dos ninhos: a) Saudvas (Afta spp.) e b)
Quenquéns (Acromyrmex).
Fonte: Reis Filho et al., 2013.

O forrageamento € uma atividade usual desses insetos para selecdo, corte e
transporte de vegetais, ocorre de maneira extremamente seletiva, pois fatores como a
cor, forma, palatabilidade e odor influenciam na escolha do alimento. As formigas mais
velhas, responsdveis pelo forrageamento marcam com ferdmonio a trilha até a fonte de
alimento, direcionando as demais operdrias. Estas por sua vez, retornam ao ninho com o
alimento intensificando a subtancia quimica na trilha (Vilela e Della Lucia, 1987). Ao
decorrer da forragem, a nutricdo desses insetos € feita por meio da seiva resultande da
manipulacdo de folhas frescas durante o processo de corte (Fowler et al., 1991; Bass e
Cherrett, 1995). As formigas mais jovens nutrem e cultivam fungos simbiontes
Leucoagaricus gongylophorus Singer (Moller) (Leucocoprineae: Agaricaceae) do qual
se alimentam (Autuori, 1950; Fisher et al., 1994).

As formigas cortadeiras desempenham um papel importante no meio ambiente,
auxiliam na dispersdo de sementes promovendo novas germinacdes, aumentam a
fertilidade do solo acelerando processos de decomposicdo, ao cavarem seus tuneis
arejam o solo, permitindo que a dgua e o oxigénio atinjam as raizes das plantas
(Almeida et al., 2013; Queiroz et al., 2006; Holldobler ¢ Wilson, 1990). Em
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contrapartida, elas s@o as principais responsdveis pelo consumo de massa vegetal
proveniente de diversas culturas, causando prejuizos miliondrios. Desse modo, o
controle adequado desses insetos € de grande importancia econdmica e se faz necessario

para minimizar danos aos cultivos.

1.2 Técnicas de manejo
As técnicas de manejo objetiva reduzir os impactos causados por esses insetos
aos cultivos. As técnicas mais comumente usuais no combate a formigas s@o: controle

mecanico, bioldgico, cultural e quimico (Aradjo et al., 2003).

1.2.1 Controle mecanico

O controle mecanico de formigas consiste em uma técnica de acdo direta aos
insetos, seja localizando a rainha para mata-la ou dificultando seu acesso a planta.

O controle ao qual se objetiva matar a rainha € realizado por meio de uma
escavacdo no formigueiro, de preferéncia jovem (4 meses de idade), isso porque a
rainha encontra-se a cerca de 20 cm de profundidade, permitindo assim a sua captura e
consequentemente a sua morte, impedindo a natalidade de novos insetos (Della Lucia et
al., 1993; Zanetti et al., 2002).

O método mais antigo (ndo letal) utilizado para evitar o ataque de formigas € o
de barreiras fisicas. Esse método consiste na aplicacdo de cones ou tiras pldasticas
cobertas com um liquido viscoso (graxa ou vaselina) colocadas nos troncos de arvores,
impedindo o acesso desses insetos as folhas das plantas. Essa técnica de manejo é muito
usual em pomares (Justi Junior et al., 1996).

Moressi e colaboradores (2007) descrevem com sucesso o controle mecanico de
formigas cortadeiras (Atta laevigata) no reflorestamento com espécies nativas, a fim de
minimizar o desfolhamento causado por esses insetos as plantas. Por meio do uso das
barreiras com cones plasticos e cilindros de garrafas, foi possivel reduzir o uso de
produtos quimicos sem eliminar as sauvas, que segundo ele desempenham um papel

importante no ecossistema.

1.2.2 Controle Cultural

O controle cultural consiste no emprego de técnicas de aragem e gradagem do
solo, além do uso de culturas armadilhas nas proximidades da cultura principal (Della
Lucia et al., 1993; Boaretto e Forti, 1997; Zanetti et al., 2002).

As técnicas de aracdo e granagem s3ao mais comumente utilizadas para

formigueiros jovens, visto que a proximidade da rainha a superficie é pequena, desse
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modo as laminas da maquina utilizada para arar pode atingir a rainha matando-a (Reis
Filho et al., 2011; Zanetti et al., 2002).

A cultura armadilha utiliza de plantas como gergelim, capim braquiardo,
mamona ou batata doce nas proximidades da cultura principal, essas cultivares se
tornam uma opg¢ao para forragearem, de modo que ao realizarem o corte, esses vegetais
irdo atuar de forma toéxica e, ou, com efeito repelente nas formigas (Della Lucia et al.,

1993; Zanetti et al., 2002; Oliveira et al., 2011).

1.2.3 Controle Biolégico

O controle biolégico é uma técnica racional que diminui residuos e
poucoprejudicial a0 meio ambiente e a populacdo. O uso de inimigos naturais das
formigas € uma maneira de minimizar os danos causados por esses insetos. Tatus
(Priodontes maximus), tamanduds (Myrmecophaga tridactyla), aves, fungos, aranhas,
dcaros e até mesmo outras espécies de formigas podem predar esses animais (Zanetti et
al., 2002; Reis Filho et al., 2011). Os principais grupos de inimigos naturais de formigas
sdo os entomopatogenos (fungos) do género Enthomophthora, Hisurtella, Aschersonia,
Nomuraea, Beauveria e Metharhizium, infectando-os pela via oral, tegumento ou
espirdculos (Reis Filho et al., 2011)

O género Canthon sao um dos principais besouros empregados no controle de
formigas, sdo predadores especificos de rainhas de satuvas (Reis Filho et al., 2011;

Araujo et al., 2015).

1.2.4 Controle Quimico

O controle quimico faz uso de substincias quimicas toxicas e este por sua vez €
o método causador de mortes em formigas mais eficiente. O controle desses insetos
pode ser realizado com diversos produtos e aplicagdes distintas, variando de técnicas
mais caras e toxicas, como a termonebulizacdo, a técnicas menos evasivas e de baixo
custo, como o uso de iscas granuladas ou p6 seco (Couto et al., 1977; Cruz et al., 1996;
Zanetti et al., 2002; Zanetti et al., 2006).

A termonebulizacdo € uma técnica de manejo muito eficiente para formigueiros
grandes, podendo ser utilizada em qualquer condi¢do climdtica (Anjos et al., 1998).
Esse método consiste na imersdo da ponta da lanca de um termonebulizador preparado
com ingrediente ativo (formicida + querose ou 6leo diesel), por meio do olheiro do
formigueiro um nevoeiro formado pela parte mecanica do dispositivo percorre o interior

do ninho intoxicando-as levando a morte desses insetos. Os olheiros devem ser



tampados para uma maior mortalidade das formigas, uma vez que a fumacga pode se
dispersar. Uma termonebulizacdo eficiente ocasiona a morte das formigas até 4 h pds-
aplicacdo (Couto et al., 1977; Zanetti et al., 2006; Santos et al., 2007; Reis Filho et al.,
2011).

Andlogo a termonebulizagdo, o método de controle via pé seco também utiliza
um equipamento que auxilia no manejo, no caso a polvilhadeira. Esse método € barato e
de facil aplicacdo, em contrapartida, assim como a termonebulizacio ela também exige
mao de obra. A aplicagdo consiste na adicdo de um inseticida na forma de pé
(clorpirifés, malation ou fention) na polvilhadeira e este por sua vez ¢ bombeado no
interior do formigueiro, a morte é causada pelo contato direto com o inseticida. A
técnica é mais eficiente para formigueiros jovens de até 5 m? exclusivamente em dias
secos, pois a umidade dificulta a penetracdo do p6 até o interior do ninho (Abreu e
Delabie, 1986; Zanetti et al., 2002; Oliveira et al., 2011).

A isca ganulada na forma de pellets € constituida por uma mistura de
ingredientes ativos (sulfluramida, fipronil ou clorpirifés), polpa de laranja desidratada,
ambos dissolvidos em 6leo vegetal (soja) (Peregrine & Cherrett, 1976; Forti et al., 1998;
Zanetti et al., 2002; Forti, 2007). No campo, essas iscas sdo colocadas em trilhas nas
proximidades dos olheiros, a atratividade advinda da polpa de laranja faz com que esses
insetos recolham esse produto levando-o até as panelas. Seu uso € muito eficaz na morte
de formigas, no entanto as iscas ndo podem ser utilizadas em periodos chuvosos, uma
vez que a umidade do ambiente causa a destrui¢do do produto antes mesmo do contato
com o inseto e, como consequéncia, a sua ineficiéncia (Junior et al., 1996; Zanuncio et
al. 1992; Pretto, 1996; Della Lucia et al.,1993). A dispersao inadequada das iscas no
ambiente pode ocasionar intoxica¢do de outros animais, desse modo foi criado o porta-
iscas, técnica desenvolvida de maneira a proteger esses produtos, oferecendo uma maior
praticidade de aplicacdo e segurangca para o operador (Loeck e Nakano, 1984;

Laranjeiro, 1994).
1.3 Agroquimicos

A legislagdo brasileira (Lei n° 7.802, de 11 de Julho de 1989) regulamenta as
normas de transporte, armazenamento, comercializa¢do, distribui¢do, registro,
classificacdo, controle e fiscalizacdo do uso de agrotoxicos e afins. Estas substancias
quimicas sao utilizadas nas mais diversas dreas com o objetivo de repelir, matar ou

minimizar efeitos deletérios causados por fungos, plantas, bactérias, virus ou insetos



(Yadav e Devi, 2017). De acordo com Martins (2000), agroquimico quer dizer o mesmo
que agrotdxico, pesticida, praguicida e defensivo agricola, diversificando apenas nas
classes em que sdo pronunciadas, seja entre agricultores, pesquisadores ou setores
industriais. Os agrotéxicos englobam uma drea diversificada, incluindo principalmente

inseticidas, herbicidas, fungicidas e rodenticidas (Agrofit, 2019; Yadav e Devi, 2017).

1.3.1 Sulfluramida

7

O inseticida sulfluramida (Figura 4), cujo nome IUPAC ¢é N-
ethylperfluorooctane-1-sulfonamide, € um dos mais utilizados no Brasil no controle de
formigas cortadeiras, apresenta solubilidade de 5,0 mg-L"! em 4gua a 20 °C (PPDB,
2018a). A sulfluramida foi langada no mercado de iscas em substitui¢ao ao dodecacloro,
devido a baixa toxicidade ao homem e o baixo impacto ambiental, apresentando uma
meia-vida muito menor que a da molécula de dodecacloro (Pinheiro et al., 1996; Britto

et al., 2016).

Figura 4. Representacdo da estrutura da sulfluramida.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

No Brasil, a isca utilizada no controle de formigas que contém o principio ativo
da sulfluramida é o produto comercial Mirex-s® (sulfluramida, 0,2%). As formigas
cortadeiras carregam as iscas contendo o principio ativo para o interior dos ninhos, e por
meio de trofalaxia as mesmas se contaminam, com isso ndo conseguem realizar cortes
de folhas e nem cultivar os fungos que se tornam inapropriados para alimentacdo,
gerando um distirbio e uma desordem na col6nia, levando-as a morte (Britto et al.,
2016).

O principio ativo da sulfluramida inibe o processo metabdlico de fosforilagdo
oxidativa que atua na cadeia respiratoria. Nas mitocondrias ocorre o bloqueio do fluxo
de elétrons, como consequéncia interrompe a producdo de adenosina trifosfato (ATP), o
que afeta o processo de armazenamento energético para as atividades vitais, causando

asfixia e morte do inseto (Schnellmann and Manning, 1990; Xuan et al., 2018).



1.3.2 Clorpirifoés

Pertencente ao grupo quimico dos organosfosforados, o inseticida clorpirifos
(Figura 5), cujo nome IUPAC é O,0O-dietil O-3,5,6-tricloropiridin-2-il fosforotioato, €
comumente utilizado no Brasil no controle de moscas, dcaros, pulgdes, cupins,
formigas, etc. Apresenta baixa solubilidade em 4gua (1,05 mg-L!) a 20 °C e alta sorcdo

em solos (Anwar et al., 2009; Baskaran et al., 2003; PPDB, 2018b).
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Figura 5. Representacdo da estrutura do clorpirifos.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

O clorpirifés age em insetos interferindo na transmissdo dos impulsos nervosos,
levando-os a paralisia e morte. Esse processo ocorre por ingestdo ou contato com
inseticida, fazendo com que esse organofosforado se ligue ao centro esterdsico da
acetilcolinesterase (AchE), causando uma sindrome colinérgica, impossibilitando a
hidrélise do neurotransmissor (Ach) (Silva et al., 2005).

No Brasil existem diversos produtos com o principio ativo do inseticida
clorpirifés utilizado no controle de insetos, como € o caso do produto comercial

Clorpirifés Fersol 480 EC® (48% p/v).

1.3.3 Beauveria bassiana

Dentre os agentes microbioldgicos que desempenham um papel importante no
controle de insetos, em especial as formigas, estdo os fungos entomopatogénicos, como
0 B. bassiana, pertencentes a classe Deuteromycetes (Kirubhadharsini, et al., 2017;
Carneiro, et al., 2002).

De acordo com Charnley (2003), o fungicida B. bassiana € um
hexadepsipeptideo, com sequéncia repetitiva ciclica de trés moléculas de fenilalanina

alternanda com trés moléculas de acido hidroxi-isovalérico.
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Em insetos o mecanismo de infec¢do pode ser dividido em trés estigios: adesao
superficial, penetracdo da cuticula e replicacdo in vivo. Em até 12 h os esporos do fungo
aderem a cuticula e penetram o hospedeiro devido a uma pressdo e degradacdo
enzimdtica. Ap6s 72 h da inoculacdo, o patégeno atinge os tecidos internos, as hifas
germinam sobre o hospedeiro debilitando as suas atividades levando a morte em até 7
dias, 6bito causado pela digestdo dos tecidos internos e a producdo de micotoxina
lancada na hemolinfa (Ferron 1978, Fuxa e Tanada, 1987, Hajek e St. Leger, 1994, Hou

et al., 2014).

1.3.4 Borato de sédio

O boérax, ou borato de Sédio (Na;B4O7-10H20), é um mineral de grande uso pela
inddstria farmacéutica, principalmente por causa de suas propriedades antissépticas no
tratamento de infec¢des por bactérias e fungos (Irschik et al., 1995). Além de seu uso
farmaceéutico, o borato de sédio € utilizado também como produto sanitédrio, auxiliando
na remoc¢do de manchas e promovendo a limpeza de superficies e materiais. Na
agricultura, o borato de s6dio vem sendo utilizado como um inseticida. No entanto, de
acordo com a Ficha de Informag¢des de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ), esse
sal inorganico provoca em seres humanos irritacdo nas vias respiratdrias, mas para o
meio ambiente ndo prevé bioacumulacao.

Estudos recentes reportaram toxicidade e repeléncia em formigas submetidas a
compostos que contém boro, como o bordx e dcido bdrico. A combinacdo entre a
distribuicao do ingrediente ativo e a dosagem utilizada, pode levar esses insetos a morte
(Hanna et al., 2015; Klotz et al., 2000). O acido bérico (H3BO3) € um sal inorganico e
inseticida, mas ha poucas informacdes sobre o papel do mesmo na fisiologia dos
insetos, apenas que age sobre o metabolismo e no exoesqueleto quando usado como p6
abrasivo. O efeito toxico sobre o metabolismo do inseto pode estar relacionado a sua
capacidade de criar complexos com grupos organicos funcionais. Vdrias hipdteses
foram levantadas para a explicar o mecanismo de acdo do &4cido bdrico, incluindo o
efeito abrasivo na cuticula, que acaba por desidratar ou retardar a degeneracdo do
epitélio do estbmago, como observado na ninfa de baratas (Periplaneta americana).
Evidéncias bioquimicas de acdo neurotéxica do dcido bérico em baratas, além da
degeneracdo do epitélio intestinal, levando a morte de insetos, possivelmente devido a

fome (Habes et al., 2006; Ferreira et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principais objetivos: (i) o desenvolvimento de
materiais hibridos organico-inorginicos formados a partir de microesferas de alginato
de sédio e caulinita com a incorporagdo de inseticidas nos materiais formados. (ii)
Utilizar os materiais formados como iscas para o controle de formigas cortadeiras, Atta
spp-

E mais especificamente, os objetivos foram:

1. Sintetizar microesferas de alginato contendo caulinita, pelo método da co-acervagao
complexa adaptado de Zhang et al. (2014). Como composto lamelar foi testado a argila
caulinita;

2. Incorporar os diferentes agroquimicos as microesferas: sulfluramida, B. bassiana,
borato de sodio e clorpirifos;

3. Realizar a caracterizagdo completa das microesferas sintetizadas pelas técnicas
difracdo de raios X no p6é (DRXP), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier com acessorio de refletancia total atenuada (FTIR-ATR),
andlise termogravimétrica acoplada a andlise térmica diferencial (TGA-DTA),
espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis) e cromatografia liquida de
alta performance (UHPLC);

5. Realizar estudos de liberacdo “in vitro” de boro e do inseticida clorpirif6s;

6. Realizar estudos de lixiviagdo do micronutriente boro presentes nas microesferas;

7. Realizar bioensaios em laboratdrio, pastagem e em cultivo de eucaliptos com

formigas cortadeiras do género Atta spp.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Materiais

Em todos os procedimentos de sintese das microesferas foram utilizados reagentes
com grau de pureza analitica. A 4dgua utilizada foi previamente destilada e deionizada
através do sistema Millipore MilliQ®.

Na sintese das microesferas foram utilizados os seguintes reagentes: Cloreto de
Calcio (Dinamica, 99 %), Alginato de sodio (Exodo, 90,8-106%), Borato de sodio
(Reagen, 99-100%), Sulfluramida (Sigma-Aldrich, 99%), Beauveria bassiana (Agente
bioldgico), Clorpirifés (Sigma-Aldrich, 99%) e argila caulinita sanitizada em

laboratoério.
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3.2 Sinteses das Microesferas
3.2.1 Microesferas Bioensaio Eucalipto
3.2.1.1 Sintese de Microesfera Controle

A sintese da microesferas controle intituladas de tratamento (T1) foi realizada
pelo método da co-acervacdo complexa, adaptado de Zhang et al. (2014). Neste método,
um gel com um volume de 50 mL de dgua, contendo 0,5 g do biopolimero alginato de
sodio foi formado apdés 1 h sobre vigorosa agitacdo, visando a solubilizacdo completa
do alginato e sua homogeneiza¢do. Em seguida foi formada uma suspensao pela adi¢ao
de 2,5 g do argilomineral caulinita, que foi mantida sobre agitagdo por mais 1 h a
temperatura ambiente (25 °C). Esta foi transferida para uma bureta de capacidade igual
a 50 mL e vertida “gota a gota” com uma vazio de aproximadamente 1 gota s™\, em uma
solucdo contendo 5% de CaCl> (m/v). O material resultante (microesferas) foi seco em
estufa com circulacdo de ar durante 5 h a uma temperatura de 25 °C e, acondicionado
em frasco limpo e seco. A Figura 6 mostra um esquema ilustrativo dessa sintese. A
Figura Al(a) apresentada no Apéndice A, mostra uma imagem fotografica das

microesferas formadas apds a sintese.

Suspensdo transferida

para uma bureta
Agitacdo
maﬁlética I e 7
Adicdo do
composto lamelar

Gel: Alginato + Agua Suspensdo: Alginato e Caulinita

LI L A M N SR G S P

s a 2
Microesferas suspensas Solugao de CaCl2

Figura 6. Representagcdo esquemdtica de sintese das microesferas controle.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
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3.2.1.2 Sintese de Microesfera com Borato

As microesferas de borato de sédio também foram obtidas pelo método de co-
acervacdo complexa, adaptado de Zhang et al. (2014). Para isto, um gel foi formado
pela mistura de 50 mL de dgua com 0,5 g de alginato de sédio, o qual foi submetido a
agitacdo vigorosa por 1 h, para obtencdo de uma mistura homogénea, em seguida foram
adicionados 2,5 g de caulinita a mistura. A suspensdo formada foi mantida sobre
agitacdo por 30 min, quando recebeu 2,5 g de tetraborato de sédio, mantendo a agitacdao
por mais 30 min, seguida de transferéncia para bureta de 50 mL. A formacgdo das
microesferas obtida pelo gotejamento (vazdo de aproximadamente uma gota s'), em
uma solucao contendo 5% de CaCl, (m/v). As microesferas foram secas em uma estufa
de circulacdo de ar por 5 h a 25 °C, posteriormente o material foi acondicionado em
frascos de vidro. A Figura 7 mostra o processo de sintese dessas microesferas. Essa
microesfera foi nomeada de tratamento (T2). As imagens fotograficas das esferas

sintetizadas sdo apresentadas no Apéndice A, Figura A1(b) e Figura A2(a).

Suspensdo transferida
para uma bureta

Agitacdo Agitacdo
magnética magnética 0
Adicdo do Adicdo do
composto lamelar Agroquimico
Gel: Alginato + Agua Suspensdo: Alginato e Caulinita  Suspensdo: Alginato, Caulinita

e Agroquimico

—

Microesferas suspensas Solugdo de CaCl2

Figura 7. Representacdo esquemadtica de sintese das microesferas de Borato de sddio.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

3.2.1.3 Sintese de Microesfera com Beauveria bassiana

Ap6s pesagem de 0,5 g de alginato de sodio, foram adicionadas 50 mL de H2O e
a solucdo submetida a agitagdo, para completa solubilizacdo e formacdo de solucdo
homogénea por um periodo de 1 h. A essa solug@o foram adicionados 2,5 g de caulinita.
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Em seguida, foi adicionada com auxilio de uma micropipeta, um volume de 0,1 mL do
agente bioldgico B. bassiana, permanecendo em agitacdo por mais 1 h. A suspensdo
formada foi transferida para uma bureta e foi feito seu gotejamento sobre uma solug¢do
5% de CaCl> (m/v). As microesferas formadas foram peneiradas para remover o
excesso de CaClz, em seguida foram secas em estufa a 25 °C por 5 h. Apds a secagem,
foram armazenadas em frascos adequados para posteriores andlises de caracterizacio e
bioensaios. A Figura Al(c) apresenta a imagem fotografica dos materiais obtidos. Essas

microesferas foram nomeadas como tratamento T3.

3.2.1.4 Sintese de Microesfera com Sulfluramida

A sintese das microesferas foi obtido pelo método adaptado de Zhang et al.
(2014). Foi preparada uma solucdo de 1000 mg-L™!, contendo o inseticida sulfluramida.
Realizou a diluicdo dessa solucdo para se obter uma concentracdo igual a 600 mg-L™!
em volume igual a 50 mL. Uma massa de 0,5 g de alginato de s6dio, foi solubilizada
pela adi¢do da solu¢do com sulfluramida, durante 1 h sob vigorosa agitacdo. Depois de
solubilizada, uma massa de 2,5 g de caulinita foi adicionada a mistura. Apés 1 h de
agitacdo, a suspensdo foi vertida em uma bureta, e gotejada com vazdo de
aproximadamente 1 gota s”! em uma solucdo de 5% de CaCl,. O excesso do CaCl, foi
removido apds filtragem com auxilio de uma peneira. As microesferas foram secas a
25 °C em uma estufa. Apds a secagem, os materiais foram acondicionados em frascos
adequados. A ilustragdo apresentada na Figura 8 mostra o modelo de sintese descrito. A
imagem fotografica das microesferas obtidas € apresentada no Apéndice A (Figura
Al(d)). Para facilitar o entendimento nos bioensaios, essas microesferas foram

nomeadas como tratamento T4.
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Suspensdo transferida
para uma bureta

Agitacdo
magnética

i Adicdo do
composto lamelar

S WAL S DA P S

Gel: Alginato + solucdo inseticida  Suspensdo: Alginato, Caulinita
e Agroquimico

T

Microesferas suspensas Solugdo de CaCl2

Figura 8. Representacdo esquemadtica de sintese das microesferas com solugdo de
inseticida.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

3.2.2 Microesferas Bioensaio na Pastagem

3.2.2.1 Sintese microesfera com Borato e Beauveria bassiana

Anélogo ao modelo proposto e descrito anteriormente, as microesferas contendo o
tetraborato de soédio e esporos do B. bassiana foram sintetizadas por meio de uma
suspensdo formada por um gel, preparado pela adi¢do de 0,5 g de alginato e 50 mL de
H>0. Essa mistura foi agitada vigorosamente por 1 h, obtendo um gel homogéneo. Uma
massa de 2,5 g de caulinita foi adicionada a mistura, formando assim uma suspensao no
gel. Em seguida, com auxilio de uma espitula e uma pipeta automética, foram
adicionados 2,5 g do sal borato de s6dio e 1 mL do B. bassiana, respectivamente. Apos
a adicdo dos agroquimicos, a mistura permaneceu em agitacdo por mais 1 h. Em uma
bureta de 50 mL foi vertida lentamente a suspensdo, foi gotejada (1 gota s™') em um
béquer contendo uma solugdo 5% (m/V) de CaCl.. As esferas obtidas foram filtradas
com auxilio de uma peneira e as secas em estufa a 25 °C. As microesferas obtidas foram
acondicionadas em frascos adequados. A Figura 7 apresenta o modelo de sintese
descrito. A imagem fotografica das microesferas sintetizadas € apresentada no Apéndice

A, Figura A2(b). Essas microesferas foram nomeadas de T6.
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A imagem fotogrifica das microesferas do tratamento T7 € apresentada no
Apéndice A2(c), foi sintetizada como se apresenta nesta secdo, no entanto a massa de

sal borato de s6dio utilizada para a sintese foi de 5,0 g.

3.2.2.2 Sintese Microesfera com Borato e Clorpirifés

A Figura 8 também ilustra o modelo de sintese utilizado no preparo das
microesferas que apresentam o principio ativo do inseticida clorpirifés em sua
composicdo. Nesta sintese, foram utilizados 50 mL de uma solugdo de 600 mg-L! de
clorpirifés, para formacgdo do gel com adicao de 0,5 g de alginato de sédio. A mistura
foi submetida a uma vigorosa agitacdo magnética. Em seguida, 2,5 g de argila foram
suspensas, formando uma nova mistura apds o periodo de 1 h. Por sua vez, essa mistura
foi transferida para uma bureta de 50 mL, e vertida lentamente (1 gota s™') em uma
solucdo contendo 5% (m/v) de CaClo. As esferas foram formadas ao entrar em contato
com a solugdo de cloreto de sédio. Por fim, as microesferas foram filtradas com uma
peneira, secas a 25 °C em estufa de circulacdo de ar por 5 h e acondicionadas em
frascos adequados. Essas microesferas foram nomeadas de tratamento (T8). A imagem

fotografica das microesferas sintetizadas € apresentada no Apéndice A, Figura A2(d).

3.3 Métodos de Caracterizacao

3.3.1 Difracao de Raios X no P6 (DRXP)

Para as analises de DRXP, as amostras foram maceradas em um almofariz de
dgata e peneiradas para obtencdo de particulas de tamanho uniforme. Para que os
resultados pudessem ser comparados, em todas as andlises de DRXP, uma amostra de
0,5 g foi acondicionada na forma de p6 em um porta amostras de aluminio e registradas
em um equipamento Shimadzu XRD-6000, que utiliza como monocromador um cristal
de grafite para selecionar a regido de emissdo do Cu-kai, com comprimento de onda de
1,5406 A. O potencial da fonte foi de 30 kV e corrente de 30 mA. A velocidade de
varredura foi feita com um passo de 0,02° a cada 1,2 s. A faixa de varreduta (26) foi de 4

a 70°.

3.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

com acessorio de refletancia total atenuada (FTIR-ATR)

As andlises de FTIR-ATR foram conduzidas em um aparelho Jasco 4100 com

acessorio de ATR (Refletancia total atenuada). Os espectros foram obtidos com 256
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varreduras, com resoluciio de 4 cm’! em uma faixa de comprimento de onda de 4000 a

400 cm’™.
3.3.3 Analise termogravimetrica e térmica diferencial (TGA-DTA)

As andlises TGA-DTA foram realizadas em um equipamento Shimadzy modelo
DTG 60H. A taxa de aquecimento utilizada foi de 10 °C-min™' com fluxo de N2 50
cm’min’!, a faixa de aquecimento foi da temperatura ambiente até 800 °C. A quantidade

de amostra utilizada variou de 2 a 4 mg de acordo com a massa da microesfera utilizada.
3.3.4 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta visivel (UV-Vis)

A quantificacdo de boro presente nas microesferas foi determinada por meio de
medidas de espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-Visivel (UV-
Vis), utilizando espectrofotometro PerkinElmer Lambda 25. As microesferas foram
dissolvidas em HNOs; e diluidas em dgua. Em seguida, 1,0 mL de aliquota foram
retiradas para complexacdo pela adi¢do de 3,0 mL de H>O, 1,0 mL de solugdo 9,0 g-L'!
de azometina-H contendo 20,0 g-L'1 de acido ascorbico e 1,0 mL de tampdo acetato,
sendo a absorbancia medida em um comprimento de onda de 420 nm. As amostras
foram deixadas em repouso por 30 min em ambiente fechado e ao abrigo de luz (Reis et
al., 2006). Os valores de absorbancia obtidos foram convertidos em concentracdo com o
auxilio de curva analitica e por meio da lei de Lambert Beer, construida a partir de
diluicdes sucessivas de um padrio de boro (3 mg-L™1).

A espectrofotometria UV-Vis também foi utilizada para determinar a quantidade
de boro nas microesferas preparadas em estudos de liberagdo “in vitro”. Os
experimentos de liberacdo “in vifro” foram realizados em triplicata. Uma esfera de
massa conhecida foi suspensa em 100 mL de H>O em um erlenmeyer, essa suspensao
foi colocada em uma incubadora SHAKER refrigerada SL-223 da marca SOLAB em
110 rpm a 25 °C por 48 h. Em intervalos pré-estabelecidos eram removidas aliquotas
de 5,0 mL e filtradas em microfiltros de seringa (0,45 um), a partir desta, 1,0 mL foi
complexada, como descrito anteriormente, e a concentracdo determinada com auxilio de

curva analitica.
3.3.5 Cromatografia liquida de alta performance (UHPLC)

Foi utilizado um Cromatégrafo a Liquido de Alta performance Agilent

Technologies, modelo 1260 Infinity II, com detector de ultravioleta, modelo G7117c:
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225 nm. Foram estabelecidas as seguintes condi¢des cromatograficas: Coluna C-18,
modelo Eclipse Plus (4,6 mm x 25 cm X 5 um), Acetonitrila—Agua (CoH3N:H20) na
propor¢do 80:20 como fase mdvel, temperatura de 40 °C, Fluxo de 1,4 mL-min' e
volume de injecdo de 20 pL. As curvas de calibragdo foram obtidas com diluicdes
sucessivas de uma solugio mae de Clorpirifés (1000 mg-L!') com concentragdes entre 1

e 10,00 mg-L!.

3.4 Formas de Analise dos Resultados

A DRXP ¢é uma técnica analitica ndo destrutiva utilizada para caracteriza¢ao
qualitativa de materiais cristalinos a partir de um pé sdlido. Essa técnica fornece
informacdes sobre fases, estruturas, orientagdes do cristal e outros parametros
estruturais, como deformacdo e defeitos. Dessa forma, de maneira a se tentar obter a
impressdo digital dos materiais utilizados na sintese e informagdo sobre as microesferas
formadas, foi realizada a técnica de difracao de raios X no po.

A caracterizag¢do das microesferas obtidas foi realizada inicialmente pela andlise
dos padrdes de raios X no pd. A existéncia do composto lamelar pode ser confirmada
pela repeticido dos picos basais. Obtidos os difratogramas, determinou-se a localizacao
dos picos quanto ao angulo (26), permitindo assim calcular as distincias basais

utilizando a equagdo de Bragg:

n A= 2dn sen 0

onde n € a reflexdo do pico (nimero inteiro), A € o comprimento de onda de raios X, dpu
€ o espacamento interlamelar para o pico hkl que gera a difracdo e € € o angulo de
difracio (Bunaciu et al., 2015). Esses cdlculos foram realizados com auxilio do
programa computacional Origin Pro 2018 apds construgdo dos difratogramas.

A FTIR-ATR € uma técnica de extrema importancia na andlise organica
qualitativa, utilizada para caracterizacdo e identificacdo estrutural de substancias
organicas. Os espectros de infravermelho dos materiais obtidos foram utilizados para
confirmar a presenca ou auséncia de espécies organicas e inorganicas nas amostras,
através da identifica¢do de bandas de absorcao caracteristicas (Barbosa, 2013).

Por meio das andlises TGA feitas em atmosfera de ar sintético, é possivel
determinar a quantidade de dgua, bem como a estabilidade térmica dos materiais
sintetizados e de seus precursores. Os termogramas sao obtidos por meio das curvas de

decréscimo de massa (%) e fungdo da temperatura (°C).
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A DTA € uma técnica de medicdo continua de temperatura entre a substancia e
um material de referéncia termicamente inerte, enquanto ambos sdo submetidos a uma
programacao controlada a medida que sdo aquecidos ou resfriados. O registro € a curva
térmica diferencial, no qual as diferengas de temperatura (A7) sao ordenadas, com picos
endotérmicos voltados para baixo e exotérmico para cima, com valores crescentes da
esquerda para direita (Ionashiro, 2004).

Com intuito de quantificar e avaliar se as microesferas exibiam uma liberacao
sustentada (quantidade gradual liberada em funcdo do tempo), foi realizado o
experimento “in vitro” da liberagao de boro e clorpirifés encapsulado.

A construcio da curva padrao de boro foi feita em H>O, preparada a partir de
uma solu¢io mie de 3,0 mg-L'!. A partir desta solugdo, foram feitas diluicdes de
maneira a se obter solucdes de concentracdes que variaram de 0 a 1 mg-L™!, os valores
de absorbancia correspondentes a cada concentracdo foram obtidos por meio de um
espectrometro de UV-vis, com comprimento de onda fixo em 420 nm, como descrito na
secdo 3.3.5. A Figura B1, do Apéndice B apresenta a curva padrdo e regressao linear
utilizada para determinar a quantidade de boro.

A quantidade de clorpirifos encapsulada na microesfera T8 foi determinada por
meio de uma andlise semi-quantitativa, foi realizada uma extragdo por solvente e
posterior andlise via UHPLC como foi descrito na se¢do 3.3.6. Uma massa conhecida
foi triturada com auxilio de um pistilo e almofariz, seguida pela adicao de 4,0 mL de
acetronitrila, apos foi realizada a filtracdo a fim de remover particulas indesejaveis. O
liquido obtido foi acondicionado em vials para quantificagcdo no cromatégrafo. Apds a
andlise, com auxilio da curva padrdo, determinou-se a quantidade de clorpirifés presente
nas microesferas. O gréafico de regressdo linear utilizado para determinagcdo da

quantidade de clorpirifds € apresentada na Figura B2 no Apéndice B.

3.5 Areas experimentais

A pesquisa foi realizada em d&reas diferentes utilizando microesferas com
composi¢do quimica varidvel. O primeiro bioensaio foi desenvolvido no periodo de
marco a abril de 2018, em cultivo comercial de eucaliptos (Eucalyptus grandis)
(Myrtaceae), da Universidade Federal Vigosa — Campus Rio Paranaiba (IBGE, 2010).

O segundo bioensaio foi realizado no periodo de junho a julho de 2018 em uma
pastagem na fazenda Donanas do Sr. José Natal, nas proximidades da Universidade. A

Figura 9 apresenta um mapa da drea experimental.
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Figura 9. Mapa das Areas experimentais eucaliptos da Universidade Federal Vigosa —
Campus Rio Paranaiba e pasto Fazenda Donanas.
Fonte: Google Earth — Latitude: 19°13°15”S, Longitude: 46°13°49”0, 15 de Janeiro de
2019.

3.6 Bioensaios no campo

3.6.1 Bioensaio na plantacao de eucalipto (E. grandis) e pastagem (Gramineae)

Para os bioensaios, foram marcados (Figuras 10 e 11) usando passos aferidos, 3
ninhos de formigueiros jovens que variaram entre 1 a 4 m” para cada tratamento. A
aplicacdo das microesferas contendo os agroquimicos foi de acordo com a érea total
(Tabelas 1 e 2), consistiu na dosagem de 8,0 g'm™ aparente de formigueiro (Mariconi,
1970). As iscas foram aplicadas a uma distancia aproximada de 20 cm do olheiro. Em
cada formigueiro foram feitas avaliacdes do nimero de iscas carregadas, recrutamento
(comportamento de retirada de iscas do interior para o exterior do ninho), nimero de
folhas carregadas, nimero de indecisos e fluxo de formigas, no qual este ultimo foi
realizada a contagem de formigas em 1, 3 e 5 min. Todo o procedimento foi avaliado
entre o periodo de 15 as 18 h, no dia da aplicacdo das iscas, apds 24 h e a atividade dos

formigueiros ap6s 4, 7, 14, 21, 35 e 60 dias.
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Figura 10. Imagem fotografica da marcacao e identificacdo do formigueiro.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

Tabela 1: Tratamentos utilizados para o controle de Atta spp. Rio Paranaiba, Minas
Gerais, Marco a Abril de 2018.

Formigueiro Dose Massa média ~ Didmetro Espessura
Tratamentos (m2) g/formigueiro (mg/isca) (mm) (mm)
T1 1 8,0086 11,8 £2,1 2,78 £0,27 -
T1 4 31,9879 11,8 +2,1 2,78 +0,27 -
T1 1 8,0308 11,8 £2,1 2,78 +0,27 -
T2 4 30,0620 35,6 £9,1 559+0,35 1,66+0,36
T2 1 8,0641 35,6 £9,1 5,59+£0,35 1,66+0,36
T 1 8,0040 35,6 £9,1 5,59+0,35 1,66+0,36
T3 3 24,1000 21,3 +£8,8 2,75+£0,23 -
T3 1 8,0218 21,3 +8,8 2,75 +0,23 -
T3 1 8,0857 21,3 +8,8 2,75 +0,23 -
T4 1 8,0410 123+£0,7  272+0,14 -
T4 2 16,1013 12,3 +0,7 2,72 +0,14 -
T4 1 8,0510 12,3 +0,7 2,72 +0,14 -
T5 4 32,0070 24,0+0,3 - -
T5 1 8,1010 24,0+0,3 - -
TS 1 8,1103 240+0,3 - -

Tratamentos - T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato, T3: Micro. B. bassiana, T4: Micro. Sulfluramida e

T5: Mirex®.
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Tabela 2: Tratamentos utilizados para o controle de Atta spp. Rio Paranaiba, Minas
Gerais, Junho a Julho de 2018.

Formigueiro Dose Massa média  Diametro  Espessura
Tratamentos (m2) g/formigueiro (mg/isca) (mm) (mm)

T2 4 32,0735 356+9,1 559+£0,35 1,66+0,36
T2 1 8,1205 356+9,1  559+0,35 1,66+0,36
T2 1 8,2409 35,6 £9,1 5,59+0,35 1,66 +0,36
T6 4 32,0570 257+57 513%£035 1,64+0,26
T6 1 8,2633 25,7+5,7 5,13+£0,35 1,64+0,26
T6 1 8,1837 25,7+5,7 5,13+0,35 1,64+0,26
T7 4 32,1231 248+34 5,10+025 1,63+0,18
T7 1 8,0795 248 +34 5,10£0,25 1,63+0,18
T7 1 8,4071 248+34  510+£0,25 1,63+0,18
T8 4 324247  403+61 569%054 207+0,23
T8 1 8,4937 40,3+6,1 5,69+0,54 2,07+0,23
T8 1 8,0038 40,3+ 6,1 5,69 £0,54 2,07+£0,23
T9 2 16,4646 24,0+0,3 - -
T9 1 8,0025 240+0,3 - -
T9 1 8,3641 24,0+03 - -

Tratamentos — T2: Micro. Controle com borato, T6: Micro. com 2,5 g borato e B. bassiana, T7: Micro.
com 5 g borato e B. bassiana, T8: Micro. com borato e clorpirifés e T9: Mirex®.

Para uma avaliacao mais objetiva, foi realizada a contagem de iscas carregadas e

recrutamentos por meio de imagens fotograficas em todos os tratamentos, ao inicio do

experimento e em todos os dias avaliados.

Um total de 15 formigueiros foram avaliados em cada bioensaio, em esquema

fatorial 5 x 8 (cinco tratamentos x oito dias de avaliagdes apds aplicacdo dos

tratamentos) em delineamento experimental do tipo inteiramente casualizado com trés

repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas

pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do software Sisvar (Ferreira,

2011).
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Figura 11. Imagem fotografica das microesferas controle aplicadas a uma distancia
aproximada de 20 cm a partir do olheiro.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

3.7 Bioensaios em laboratério

O experimento foi conduzido no Laboratério de compostos Lamelares (LCL). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 5
repeti¢des. As formigas operdrias Atta spp. foram coletadas no més de Novembro de
2018, em um formigueiro adulto de 28 m? (Figura 12). Em cada tratamento foram
utilizados cinco potes plasticos com furos na tampa (61 x 101 mm) com 5 cm de solo
argiloso, contendo 6 formigas por pote. No interior do pote foi colocado algodao
hidréfilo umedecido com 1,5 mL da dieta liquida proposta por Bueno et al. (1997),
contendo 100 mL de dgua milli-q de 5% (m/v) de glicose, 1% (m/v) de peptona
bacterioldgica e 0,1% (m/v) de extrato de levedura. Essa mistura foi solubilizada com
auxilio de um bastdo de vidro até completa homogeneizacdo, em seguida foi
autoclavada por 15 min a 120 °C e 1 atm de pressao e, posteriormente, acondicionada
em um frasco limpo e seco na geladeira. A dieta foi substituida por uma nova uma vez
ao dia. Quinze microesferas (Figura 13) contendo o tratamento foram liberadas sobre o
solo de forma a ficar distribuida uniformemente. As avaliacdes foram feitas a cada 24 h,
registrando-se o nimero de formigas mortas em cada pote plastico. Os dados de
mortalidade foram corrigidos com a testemunha seguindo a férmula de Abott (1925), e

submetidos andlise de variancia e teste de média de Tukey (p<0,05)..
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Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
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Figura 13. Imagens fotograficas do bioensaio de laboratério
as iscas formicidas.

Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

3.8 Testes de lixiviacao
A lixiviacdo € um processo de extracao de uma substancia (soluto) presente em

um sélido em contato com um liquido (solvente) (Richardson et al., 2002). A lixiviacao
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do boro presentes nas esferas pode auxiliar no processo de adubacdo das plantas no
periodo em que se encontra no solo. No entanto, ao final do processo de percolacdo
pode se apresentar como um fator de risco contaminando o lengol fredtico e, ou, em
grandes doses apresentar toxicidade (Rosolem e Biscaro, 2007).

Adaptado de Abat et al. (2015) o ensaio de lixiviacdo de boro presentes nas
microesferas foi realizado em seringas com capacidade de 60 mL, de didmetro de 31
mm e altura de 17,5 cm. A base da seringa foi fechada com 1a de vidro, de maneira que
a solucdo filtrada saisse limpida. A seguir as seringas foram preechidas com 50 g de
solo, valor este previamente determinado por meio do célculo de porosidade em que se
utilizou a densidade de solo e densidade de particulas (Embrapa, 1997). Uma perfuracao
de 5 cm foi feita no centro do sistema, onde foi colocada a microesfera, em seguida foi

colocada novamente 13 de vidro fechando o sistema (Figura 14).

Figura 14. Imagem fotografica das Microesferas colocadas no centro do solo para
estudos de lixiviagdo.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

Em cada um desses tratamentos (3 repeti¢cdes), foram aplicados correspondentes
als8 kg'ha'1 de boro, na forma de microesferas. Decorridas 24 h, 5, 10 e 15 dias as
colunas foram submetidas a aplicacOes de dgua correspondentes ao volume total de
poros determinado para cada seringa, volume esse igual a 26 mL aplicado com auxilio
de uma seringa aferida previamente. Na ponta da seringa foi colocada uma mangueira
latex de borracha com 25 cm de comprimento acoplado a outra seringa de capacidade
igual a 60 mL a qual auxiliou na suc¢do do volume de H>O. As solugdes recolhidas nas
bases, apds a passagem da H»O, foram pesadas e acondicionadas em recipientes de
plastico e, posteriormente, analisadas por espectrofotometria de UV-Vis com descrito
no item 3.3.5. A Figura 15 apresenta o sistema utilizado para o processo de lixiviagdo.

O sistema completo esté ilustrado na Figura D1 no Apéndice D.
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Figura 15. Imagem fotografica do sistema de lixiviagao
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacoes das microesferas

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos, esta se¢do serd dividida
em:
I — Caracterizacdo das microesferas utilizadas para o Bioensaio 1, onde serdo
apresentados os difratogramas dos materiais comuns aos dois bioensaios, espectros
FTIR-ATR e andlises de TGA-DTA.
I — Caracterizacdo das microesferas utilizadas para o Bioensaio 2, apresentando
difratogramas, espectros FTIR-ATR, andlises de TGA-DTA, lixiviagdo de boro e

estudos de liberagdo “in vitro” de boro e clorpirifés presente nas microesferas.

4.1.1 Caracterizacio das microesferas utilizadas para o Bioensaio 1 - Plantacio de
Eucaliptos

O difratograma do alginato de soédio, Figura 16, apresenta trés picos
caracteristicos em 26 =14, 21 e 38° (Ikeda et al., 2000, Xiao et al. 2007, Cheong and
Zhitomirsky, 2008). O alargamento dos picos de difracdo e a alta linha de base sdo
caracteristicos de materiais amorfos ou semicristalinos, como € caso dos polimeros

organicos.
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Figura 16. Difratograma do biopolimero alginato de sédio.

A Figura 17 apresenta o difratograma da caulinita usada durante o processo de
sintese das microesferas. Os picos de difracio que identificam e classificam esse
mineral estdo identificados pelos indices de Miller, obtidos por compara¢do com o
PCPDFWIN numero padrao 29-1488 apresentado no Apéndice C, Figura C1. Os picos
atribuidos a estrutura dioctaédrica da caulinita em 26 = 12,42° (dpo1) € 25,01° (doo2)
apresentam distdncias interplanares igual 7,00 A e 3,58 A, respectivamente,
corroborando com os dados obtidos na literatura para este argilomineral (Gardolinski e
Wypych, 2001; Albers et al., 2002; Zsirka et al., 2015). Os demais picos observados no

difratograma podem estar relacionados a presenga de impurezas no material.
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Figura 17. Difratograma do argilomineral caulinita.

A Figura 18 apresenta o difratograma para o sal tretaborado de sédio
decaidratado. Este difratograma foi comparado com padrao PCPDFWIN 12-0258
apresentado no Apéndice C, Figura C2. Os picos mais intensos associados ao sal se
apresentam bem definidos em 26 = 15,7° (d200), 31,6° (di32) e 48,0° (d443) as quais tém

distancias interplanares iguais a 5,61, 2,82 ¢ 1,89 A, respectivamente.

Os componentes de B. bassiana e sulfluramida, utilizados na sintese das

microesferas, ndo foram submetidos ao DRXP uma vez que seu estado fisico na forma

liquida impossibilitou tal anélise.
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Figura 18. Difratograma tetraborato de sédio decaidratado.

A Figura 19 apresenta os difratogramas das microesferas, controle (T1); borato
(T2); B. baussiana e sulfluramida (T4). Pode ser observado em todos os difratogramas,
a presenca dos picos de difragdo caracteristicos da caulinita. Para validar essa
informacdo, foram calculados as distancias interplanares dos dois principais picos
associados a esse argilomineral, para doo; € doo2. Os célculos de distancia interplanar
evidenciaram que ndo houve variacdo significativa na posicao 26 (Figura 17) dos picos
de difracdo em relag@o a caulinita pura. Como ja era esperado, ocorreu uma diminui¢ao
na intensidade dos picos de difracdo da caulinita devido ao efeito da dilui¢do da matriz

polimérica (alginato).
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Figura 19. Difratogramas das microesferas: (a) controle (T1); (b) borato (T2); (c) B.
bassiana (T3) e (d) sulfluramida (T4).

A Tabela 3 apresenta as distancias interplanares calculados por meio da Lei de
Bragg para as microesferas.

Tabela 3: Distancias interplanares das microesferas utilizadas para o ensaio bioldgico

no campo.
26 (graus) Distancia Interplanar (A)

Pico Pico Pico Pico
Tratamentos Primario Secundario Primario Secundario

T1 12,49° 25,05° 7,08 3,57

T2 12,64° 24,98° 7,00 3,56

T3 12,47° 24.,98° 7,09 3,56

T4 12,43° 25,20° 7,11 3,53
Tratamentos- T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato T3: Micro. B. bassiana e T4: Micro. Sufluramida.

Na Figura 20 sdo apresentados espectros FTIR-ATR referentes aos componentes

utilizados para a sintese das microesferas, bem como a identificacdo de substancias

orgﬁnicas presentes em suas estruturas.
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O alginato de sédio, Figura 20(a), possui bandas em 1537 cm! e 1376 cm’!,
relacionadas ao estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo COO". A banda em 3375
cm’! refere-se a0 modo vibracional da ligacdo O-H, e a banda em 2973 a deformacio
axial da ligacdo C-H (Campana e Signini, 2001; Ribeiro et al., 2004; Garay et al., 2016)

O espectro FTIR-ATR da caulinita, Figura 20(b), apresenta desdobramentos em
3688 cm!, 3648 cm™! e 3617 cm! referentes ao estiramento do grupo O-H presente na
caulinita. Os desdobramentos observados em 1114 cm™, 1030 cm™! e 998 cm! estdo
associados a deformacdo angular da ligagdo Si-O. A banda de deformacdo Al-Al-OH
em 912 cm™! correponde a presencga do argilomineral, assim como a banda em 791 cm™
referente a silica livre e em 750 cm™! referente a ligacdo Si-O-Al. As bandas intentas em
525 cm! e 462 cm?! sdo atribuidas a dobra no plano de Si-O-Al e Si-O-Si,
respectivamente (Belver et al., 2002; Madejova, 2003).

O espectro FTIR-ATR do borato de sédio, Figura 20(c), possui uma banda em
600 cm! atribuida 2 deformacdo angular da ligagio O-B-O e em 814 cm™! referente 2
ligagio B-O-B. A banda em 939 cm!' é referente a ligacdo B-O. O estiramento da
ligagdo B-O-Na* esta caracterizado na banda em 1340 cm’!, a banda em 1010 cm™ é
referente ao estiramento assimétrico B-O (Peak et al., 2003; Nakamoto, 2006).

A Figura 20(d) apresenta o espectro FTIR-ATR do fungicida microbiolégico
formulado a partir de esporos do fungo B. bassiana. A banda em 2928 cm! ¢ atribuida
ao estiramento da ligagio C-H. A banda em 1741 cm! refere-se ao estiramento C=0 do
éster, evidenciado pela banda em 1161 cm™ da ligagio C-O. A banda em 725 cm’!
refere-se as ligacdes do benzeno substituido e a banda em 1465 cm™ & referente 2
vibragdo em tesoura da ligagado CH> (Lopes e Fascio, 2004).

O espectro FTIR-ATR da sulfluramida, Figura 20(e), apresenta uma banda em
3383 cm’! que pode ser atribuida & dgua presente na solucdo, ja a banda em 1632 cm™ é
referente a ligacdo C-N-H (Lopes e Fascio, 2004). O espectro praticamente ausente de
bandas da sulfluramida sugere uma baixa concentracdo deste composto no material

analisado.
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Figura 20. Espectros FTIR-ATR dos reagentes utilizados (a) alginato de s6dio; (b)
caulinita; (c) borato de sédio; (d) B. bassiana e (e) sulfluramida.

Os espectros FTIR-ATR da Figura 21 referem-se as microesferas sintetizadas
com os reagentes descritos anteriormente. As bandas na regido acima de 3000 cm™ sdo
atribuidas ao estiramentdo da ligacio O-H de hidratagdo de alginato confirmado
anteriormente. As bandas em 1619, 1633, 1605 e 1633 cm’, Figura 22 (a, b, c e d,
respectivamente), estdo relacionadas a deformacdo simétrica da ligacdo COO™ do
alginato de sédio, j4 as bandas observadas em 528 (b e d), 519 (c) e 524 (a) cm’!
referem-se a dobra no plano da ligacdo Si-O-Al da caulinita. Uma vez que ndo houve
deslocamento significativo das bandas, pode-se inferir que ndo h4 interacdo forte entre
os grupos funcionais dos compostos organicos e o material inorganico. A diminuicao na
intensidade destas bandas é devido ao efeito de dilui¢do do argilomineral na matriz

organica polimérica.
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As bandas em 904 cm™! (b e d) e 906 (a e ¢) cm’! sdo atribuidas as ligagdes Al-
Al-OH da caulinita. As ligacdes Si-O da argila também se mantiveram, informacdo que
também pode ser confirmada pela presenca de bandas em 995, 1003, 1003 e 1006 cm™,
Figura 21 (a, b, c e d, respectivamente).

A banda em 1344 cm™', Figura 21(b), refere-se ao estiramento da ligacdo B-O do
borato de sédio, a banda em 1411 cm™, Figura 21(c), pode ser atribuida a vibragdo em

tesoura da ligacdo CH» da B. bassiana.
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Figura 21. Espectros de FTIR-ATR das microesferas de (a) controle (T1); (b) borato de
sédio (T2); (¢) B. bassiana (T3) e (d) sulfluramida (T4).

A Figura 22 apresenta as curvas TGA-DTA para o biopolimero alginato de sédio
utilizado na sintese das esferas. Na curva TGA é possivel observar quatro etapas
distintas de decomposicdo térmica, estas etapas foram determinadas com o auxilio da
primeira derivada da curva do TGA, ndo apresentada aqui. A primeira decomposi¢ao
térmica ocorre no intervalo de temperatura entre 25 °C a 160 °C, com perda de massa
de 13%. Neste intervalo de temperatura, a DTA mostra a presenca de um pico

endotérmico relacionado a perda de dgua de hidratacdo (Soares et al., 2004). A segunda
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etapa, com intervalo de temperatura entre 160 e 320 °C apresenta perda de massa igual
a 36%. Nesta etapa, a curva DTA apresenta um processo exotérmico que pode ser
atribuida a decomposicdo do material proveniente da carbonizagdo das cadeias
poliméricas do alginato. A terceira etapa de decomposicdo térmica, compreendida entre
320 °C e 500°C apresenta perda de massa de 9%. Por meio da andlise de DTA pode-se
observar a presenca de um pico exotérmico neste intervalo de temperatura, que ¢é
referente também a decomposi¢do de composto organico (Dong et al., 2011; Jana et al.,
2015). A quarta etapa de decomposi¢do, que ocorre entre 500 °C e 640 °C apresenta
perda de massa igual a 18%. Nesse evento de temperatura, a DTA indicou a presenca de
um pico exotérmico, atribuido a formacdo de Na;COs (Velings e Mestdagh, 1995; Popa
e Lisa, 2008). Apds 640°C, houve a formacao de residuos estdveis carbonizados com

cerca de 24% de massa.
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Figura 22. Curvas de andlise termogravimétrica e térmica diferencial para o alginato de
sodio.

A Figura 23 apresenta as curvas de TGA-DTA para a argila caulinita. A curva
TGA apresenta duas etapas distintas de decomposicdo térmica. A primeira etapa
observada, no intervalo entre a temperatura ambiente € 100 °C ocorre uma perda de
massa igual a 4%. Nessa etapa, a DTA apresenta um pico endotérmico, referente a
perda de moléculas de dgua adsorvida na argila. A segunda etapa, compreendida na
regido de temperatura entre 300 °C a 700 °C ocorre uma perda de massa igual a 10%.

Esse evento € endotérmico, como apresentado na DTA, refere-se a desidroxilacdo da
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estrutura cristalina da argila, a qual € transformada em metacaulinita (Karathanais &
Hajek, 1982; Gardolinski et al., 2003; Oliveira et al., 2010). O residuo de massa obtido

ao final da analise foi de 86%.
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Figura 23. Curvas de andlise termogravimétrica e térmica diferencial para a caulinita.

sz

A transformac¢do da caulinita em metacaulinita é apresesentada na equagdo a

seguir:

Al03-2S1022H,0 — AlO3-2S10; + 12H20
Caulinita 550 °C Metacaulinita

O TGA-DTA do tetraborato de sdédio decaidratado estd representado na Figura
24. Esse material apresenta um processo de decomposicdo dentro do intervalo de
temperatura estudado. A primeira etapa de decomposicdo térmica, vai da temperatura
ambiente até aproximadamente 360 °C, com perda de 45% em massa, € correspondente
a remogdo de dgua cristalina da estrutura do borato. Nesta etapa, a curva DTA mostra a
presenca de um processo endotérmico (Derun e Senberber, 2014; Guo et al., 2018). O

residuo obtido apds a decomposi¢do foi de 55%.
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Figura 24. Curvas de andlise termogravimétrica e térmica diferencial para o tetraborato
de sodio decaidratado.

As curvas de andlise termogravimétrica (TGA) e andlise térmica diferencial
(DTA) para os materiais hibridos organico-inoganico sintetizados sdo apresentados na
Figura 25.

Nas curvas TGA-DTA, apresentadas de nas Figuras 25 (a e d), € possivel
observar que a decomposi¢do térmica ocorre em uma tnica etapa. Nessas microesferas,
a primeira etapa de decomposi¢do ocorre da temperatura ambiente até aproximadamente
130 °C e representa perda de 58% e 71% da massa total, respectivamente. Nessa etapa,
a DTA apresenta um pico endotérmico referente a perda de dgua nas microesferas. Os
residuos desses dois materiais sdo respectivamente, 39 e 27% em massa.

A TGA-DTA apresentada nas Figuras 25 (b e c), referentes a microesferas de
borato de sodio (T2) e B. bassiana (T3), mostram apenas um evento de decomposi¢ao
térmica. Esse unico evento compreendido entre 25 ¢ 130 °C apresenta perdas de massa
iguais a 74% para a microesferas com tetraborato de sédio e 70% para a microesfera
com esporos da B. bassiana. A DTA, indica um pico endotérmico referente a perda de

agua. Os residuos obtidos, praticamente 6xidos, foram de 26 e 30%, respectivamente.
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Figura 25. Curvas de andlise termogravimétrica e térmica diferencial para as
microesferas: (a) controle (T1); (b) borato de Sédio (T2); (¢) B. bassiana (T3) e (d)
sulfluramida (T4).

4.1.2 Caracterizacao das microesferas utilizadas para o Bioensaio 2 - Pastagem

Os difratogramas para as microesferas utilizadas no bioensaio no pasto sdo
apresentados na Figura 26. As distancias inteplanares (doos € doo2) encontrados por meio
da equagdo de Bragg sdo apresentados na Tabela 4, os valores s@o coincidentes com 0s
valores reportados na literatura para a fase cristalina da caulinita (Ikeda et al., 2000;
Cheong and Zhitomirsky, 2008). Os demais picos identificados pelos indices de Miller
sd0 os mesmos apresentados na Figura 17, mostrando que as ligagdes da caulinita ndo

foram rompidas apods a sintese.
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Tabela 4: Distancia interplanar das microesferas utilizadas para o ensaio biolégico no

pasto.

26 (graus) Distancia interplanar (A)

Pico Pico Pico Pico

Tratamentos Primario Secundario Primario Secundario

T2 12,50° 25,00° 7,07 3,55

T7 12,59° 25,10° 7,02 3,54

T8 12,53° 25,05° 7,05 3,55

T9 12,44° 24,96° 7,10 3,56

Tratamentos- T2: Micro. Controle com borato, T6: Micro. com 2,5 g borato e B. bassiana; T7: Micro.
com 5 g borato e B. bassiana e T8: Micro. com borato e clorpirifés.

1 250 cps (d)

(001)
(002)

(130)
(003)
(204)
(060)

(110)

Intensidade (cps)

1500 cps (a)

10 20 30 40 50 60 70
20 (graus)

Figura 26. Difratogramas das microesferas: (a) controle com borato (T2); (b) 2,5 g
borato e B. bassiana (T6); (c) 5 g borato e B. bassiana (T7) e (d) borato e clorpirifés
(T8).

Os espectros de FTIR-ATR para os materiais precursores a sintese sao

apresentados na Figura 27.

A Figura 27(a) mostra o espectro FTIR-ATR do biopolimero alginado em p6. O
aparecimento da banda larga na regido de 3400 cm™ é referente ao estiramento OH, ji a
banda em 2973 cm™ corresponde & deformacio axial da ligacdo C-H. Em 1376 cm™ e
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em 1537 cm’! ocorrem as bandas relativas as vibragdes assimétrica e simétrica,
respectivamente da ligacio COQO". Esse espectro apresenta também trés bandas de baixa
transmitancia, em 1150 e 1073 e cm’!, referentes ao alongamento das ligacdes C-C e C-
O e em 1015 cm™! referente a dobra da ligagio OH. A banda 769 cm™! corresponde a
dobra da ligagdo C-C-H (Sartori et al., 1996; Campana e Roberta, 2001; Garay et al.,
2016).

A Figura 27(b) apresenta o espectro de FTIR-ATR da caulinita. As bandas em
462 e 525 cm’! estdo relacionadas a deformagio angular e deformagio fora do plano das
ligacdes Si-O-Si e Si-O-Al, respectivamente. A deformagdo angular da ligacdo Si-O
pode ser observada por meio dos desdobramentos em 1114 cm™!, 1030 cm™ e 998 cm™..
A banda de média intensidade em 912 cm refere-se a deformagio AI-Al-OH. A
presenca de silica livre é observada em 791 cm™!, j4 a bnda em 750 cm™ corresponde a
Si-O-Al presente na argilomineral. A cristalinidade da caulinita € observada pelas
quatro bandas vibracionais OH em 3688, 3676, 3648 ¢ 3618 cm’! (Belver et al., 2002;
Madejova, 2003; Silva e Santana, 2013).

A Figura 27(c) apresenta o espectro FTIR-ATR do borato de sédio. A banda
larga em 3364 cm! refere-se a hidroxila (OH) devido 4 d4gua em sua estrutura do sal
hidratado. A banda em 940 cm™! apresenta um estiramento simétrico do B trigonal, j4 o
dupleto em 830 e 805 cm! é referente ao estiramento simétrico do B tetraédrico (Davis
e Mott, 1980). Em 601 cm™! atribuida & deformagdo angular da ligagio O-B-O. A banda
em 1010 cm™ € referente 2 assimetria da ligagdo B-O, em 1340 cm™ ¢ caracterizado
uma banda relacionada ao estiramento da ligagdo B-O-Na* presente no sal (Peak et al.,
2004; Nakamoto, 2006).

A Figura 27(d) apresenta o espectro FTIR-ATR do fungicida B. bassiana,
formado basicamente de trés moléculas de fenilalanina e trés moleculas de 4cido
hidroxi-isovalérico em sequéncia repetitiva e alternada. A absorcdo entre 3000 e 2800
cm’! sdo compativeis com a presenca de carbono sp’ referente ao estiramento C-H em
(2928 cm™). O grupamento carbonila (C=0) referente a presenga do grupo funcional
éster é observado em 1741 cm™'. Em 1161 cm™ é observada uma banda referente ao
estiramento da ligacdo C-O, ja em 725 cm’! a banda indica a presenca de um benzeno
monosubstituido. A banda de maior intensidade em 1465 cm! refere-se a deformacio
em forma de tesoura da ligacdo CH: presente na B. bassiana (Charnley 2003; Lopes e
Fascio, 2004).

O espectro de uma solugio de 100 mg-L! do inseticida clorpirifés é apresentado

na Figura 27(e). A banda do dubleto em 2993 cm™! refere-se ao alongamento simétrico e
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assimétrico dos grupos metileno. Em 1530 cm™ é observada uma banda vibracional da
ligacdo P=S, ja em 1474 cm! relacionado a vibracdo do anel. Em 732 cm™! € atribuida a
banda vibracional C-Cl. A banda de baixa intensidade em 1038 cm™! est4 relacionada a
ligacdo C-O (Nair e Pradeep, 2007; Neti e Zakkula, 2013). Para preparo da solu¢do do
inseticida clorpirifés foi utilizado o solvente acetonitrila, no espectro em 2250 cm™! é

observado um modo simétrico vibracional da ligacio C-N desse solvente (Ennis et al.,

2017).
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Figura 27. Espectros FTIR-ATR dos reagentes utilizados (a) alginato de s6dio; (b)
caulinita; (c) borato de sddio; (d) B. bassiana e (e) clorpirifos.

A Figura 28 apresenta os espectros FTIR-ATR obtidos das microesferas apds a
sintese, a partir dos precursores citados a cima. O aparecimento de bandas largas na
regido superior a 3300 cm’!', comum a todas as microesferas, é referente ao estiramento
OH proveniente da dgua presente nesses materiais. Bandas caracteristicas da presenca
do alginato de sédio também sdo observadas nos espectros, em 1632 cm’!, 1634 cm’!,
1621 cm™ e 1630 cm™, Figura 28 (a, b, ¢ e d, respectivamente), sendo estas bandas

relacionadas a deformacgdo simétrica da ligagdo COO™ no biopolimero. As bandas em
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528 cm™ (a, b e d) e 525 (c) cm’! sdo atribuidas 2 ligacdo de deformagdo da ligacdo Si-
O-AL

As bandas 1006 cm! e 1007 cm™ apresentadas na Figura 28 (a, b, ¢ e d) sdo
atribuidas ao modo de deformacgdo angular da ligacdo Si-O da caulinita. As bandas em
910 cm™ (a), 912 cm! (b) e 908 cm! (c e d) sdo atribuidas as ligacdes Al-Al-OH da
caulinita.

As bandas em 1335 cm™, 1335 cm™!, 1330 cm! e 1338 cm!, Figura 28, referem-
se ao estiramento da ligacdo B-O do sal borato de sédio.

A Figura 28 (b e c) apresesenta bandas em 2920 cm! e 2924 cm’,
respectivamente, que sdo compativeis com a presenca do carbono sp?, em que ocorre o

estiramento da ligacdo C-H do fungicida B. bassiana.
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Figura 28. Espectros FTIR-ATR das microesferas: (a) controle com borato (T2); (b) 2,5
g borato e B. bassiana (T6); (c) 5 g borato e B. bassiana (T7) e (d) borato e clorpirifos
(T8).

Na Figura 29 sdo apresentadas as curvas de TGA-DTA para as micoresferas
preparadas pelo método adaptado de co-acervagdo complexa. As TGA-DTA

apresentadas nas Figuras 29 (a, ¢ e d) mostram um unico evento de decomposi¢cdo
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térmica, estes eventos foram determinados com o auxilio da primeira derivada da curva

do TGA, ndo apresentada aqui. Nesse evento, que ocorre no intervalo de temperatura

ambiente até 130 °C, existe uma perda de massa de 80%, 82% e 83%, respectivamente

para as microesferas controle com borato (T2), 5,0 g de borato e B. bassiana (T7) e

clorpirifés (T8). A curva DTA indica a presenga de eventos endotérmicos relacionados

a perda de dgua de hidratacdo nesses materiais. O residuo obtido ao final do processo foi

de 20% para o tratamento T2, 18% para T7 e 17% para TS.
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Figura 29. Curvas de andlise termogravimétrica e térmica diferencial para as

microesferas: (a) controle com borato (T2); (b) 2,5 g borato e B. bassiana (T6); (c)5 g

borato e B. bassiana (T7) e (d) borato e clorpirifés (T8).

A Figura 29 (b) apresenta um evento de decomposi¢cdo observado na TGA. O

evento entre 25 °C e 130 °C apresenta perda de massa igual a 82%. A DTA apresenta

um pico endotérmico, o qual estd relacionado a desidratacdo das microesferas. O

residuo final foi de 18% de massa.
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4.1.2.1 Estudos de Liberacao “in vitro”

Serdo apresentados a seguir os resultados da liberacdo “in vitro” do tetraborato
de s6dio comum em todas as microesferas e do inseticida clorpirifos presente apenas na
microesfera T8.

A liberacdo do boro ocorreu por um processo conhecido como difusdo. A dgua
por meio de um processo espontdneo penetra nas microesferas por fissuras ou poros,
iniclando uma competi¢do entre a matriz € a 4gua pelo agroquimico. Como a
microesfera apresenta maiores quantidades do soluto ocorre a migragdo do
micronutriente para a regido de menor concentracdo até o equilibrio, em solugdo (MI,
1997; Paula et al., 2010; Kleinubing et al., 2012).

A Figura 30 (a) e (c) apresentam as curvas de liberacdo do boro presente nas
microesferas T2 e T7. A quantidade total de boro contido em 1,0 g da microesfera foi de
3,33 e 3,24 mg, respectivamente. A velocidade maxima de liberacdo do micronutriente
para a solucdo ocorreu em um periodo de 1 h, atingindo 100% de liberacdo. A
microesfera T7 foi sintetizada com uma quantidade maior de boro. No entanto, ndo foi
observada uma grande quantidade de boro liberada como apresentada no gréifico (Figura
30 (c)), 1sso pode ter sido causado pela diminui¢do da viscosidade apds a adicao do sal a
suspensdo, fazendo com que percolacdo na proveta fosse mais rapida, desse modo as
esferas produzidas foram menores como evidenciada na Tabela 2.

As microesferas ilustradas em (b) e (d) liberaram 100% do boro em até 1 h,
sobre condi¢do 4cida. A liberacdo desse micronutriente em 1,0 grama de microesfera foi
de 3,0 mg para o T6 e 3,56 mg para a esfera T8 com principio ativo do clorpirifés. Apds
esse tempo, a concentragdo de boro na solucdo permanece praticamente constante em

torno de 1,6 mg-L! e 2,3 mg-L! para os tratamentos T6 e T8, respectivamente.
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e B. bassiana (T6); (c) 5 g borato e B. bassiana (T7) e (d) borato e clorpirifos (T8).

Apés a andlise com auxilio da curva padrdao determinou-se a quantidade de

clorpirifés presente nas esferas. A quantidade total de clorpirifés contido em 1 g de

microesfera foi de 23,7 pg.

Um grafico de concentracdo em fungdo do tempo foi construido a partir dos

valores de concentracdo de clorpirifés obtidos. Este grafico estd apresentado na Figura

31.

Na primeira hora de experimento € possivel perceber o aumento da taxa de

liberagdo acumulada de clorpirifos, em torno de 0,20 mg-L™'. Apés 3 h houve liberacio
de mais de 86% do inseticida. Apés 7 h de estudo ndo foi observada a presenca do

inseticida nas aliquotas removidas, provavelmente ocasionada pela degradacdo do

clorpirifés.
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Figura 31. Quantidade de clorpirif6s em solugdo (acetonitrila) em fun¢do do tempo em
estudos de liberagao “in vitro” para a microesfera T8.

Foi realizado também um estudo de liberacdo “in vitro” do inseticida em dgua.
No entanto, ndo foram obtidos resultados conclusivos, ja4 que ndo foram observados
picos bem definidos no UHPLC referentes ao clorpririfés nos intervalos de tempo
estudados. Contudo, no estudo de lixiviacdo em 4gua realizado para T8, no tempo de
contato de 15 dias, houve a percolacdo do inseticida no solo, onde cerca 46,5% do
principio ativo foi detectado.

Ao final das 48 h de experimento, as microesferas sintetizadas se mantiveram na
forma fisica constante. Desse modo, as iscas podem ser utilizadas em ambientes imidos

sem Se fragmentar.

4.1.2.2 Estudo de Lixiviacdo

A Figura 32 apresenta os resultados do processo de lixiviacdo de boro presente
nos materiais sintetizados. Como se esperava, as quantidades lixiviadas foram maiores
para os tratamentos T2 e T8, pois apresentavam mais boro disponivel. Diferentemente
do observado nas outras duas esferas, a quantidade médxima de boro liberada ocorreu
com 15 dias, com percentual préximo a 95%.

Em contrapartida, para as esferas T6 e T7 que apresentam menor quantidade de

boro disponivel, liberaram apds as 24h iniciais 12% e 22% do micronutriente,
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respectivamente. Ao final de 10 dias de contato atingiu a quantidade maxima lixiviada,

aproximadamente 99%.
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Figura 32. Gréfico do estudo de lixiviacdo de boro em fun¢do do tempo de contato para
as microesferas: (a) controle com borato (T2); (b) 2,5 g borato e B. bassiana (T6), (c) 5
g borato e B. bassiana (T7) e (d) borato e clorpirifés (T8).

4.2 Bioensaios em laboratorio

4.2.1 Bioensaio 1 — Plantaciao de Eucaliptos (E. grandis)

A Tabela 5 apresenta os dados para percentual de formigas vivas em que houve
diferenca siginificativa (p<0,01) entre os tratamentos. A menor média € observada para
o tratamento T5, isca comercial usual no controle quimico de formigas. Nao diferindo
significativamente de TS5, temos os tratamentos T3 e T4, essas iscas foram sintetizadas
com principios ativos da B. bassiana e sulfluramida. Com base nesses dados
estatisticos, pode-se inferir que a mortalidade foi equivalente a comercial, desse modo
as iscas sintetizadas se apresentam como um potencial formicida. Contudo, as maiores
médias foram observadas para os tratamentos TO, em que ndo foram adicionadas
nenhuma isca formicida, para o tratamento T2 que contém borato de sodio seguido da

microesfera controle T1.
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Tabela 5: Sobrevivéncia (%) de Atta spp. por tratamento.

Tratamentos Sobrevivéncia (%)
TO 66,92 A
Tl 23,84 AB
T2 31,84 A
T3 15,56 BC
T4 12,88 BC
TS5 8,32 C

Tratamentos — TO: Testemunha; T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato de sédio, T3: B. bassiana, T4:

Micro. Sulfluramida e T5: Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mintuscula na
linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O histograma apresentado na Figura 33 mostra o percentual de sobrevivéncia das
formigas Afta spp. em funcdo do tempo de avaliagdo (dias) (p<0,01). O nimero de
formigas variou ao longo do tempo de avaliacdo. A maior média, como esperada foi
para o primeiro dia com 100% sobrevivéncia desses insetos. Ao decorrer dos dias de
avaliacdo, nota-se a diminuicdo do percentual de formigas vivas, perfazendo ao final do
experimento apds 120 h, menos de 20% de sobrevivéncia desses insetos. Etheridge e
Phillips (1976) relataram em seu trabalho que as iscas Mirex causam a mortalidade de

formigas cortadeiras (Hymenoptera, Formicidae) em até seis dias.
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Figura 33. Histograma do Percentual de formigas vivas ao decorrer dos dias de
avaliag@o. Rio Paranaiba, 2018.
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4.2.2 Bioensaio 2 — Pastagem (Gramineae)

A Figura 34 apresenta o perfil em percentagem, da mortalidade de formigas ao
decorrer dos dias de avaliacdo. Os dados estatisticos referentes a essa mortalidade sao

apresentadas na Tabela 6.
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Figura 34. Percentual de formigas vivas ao decorrer dos dias de avaliacdo. Rio
Paranaiba, 2018. Tratamentos — TO: Testemunha, T2: Micro. controle com borato, T6:
Micro. 2,5 g borato e B. bassiana; T7: Micro. 5 g borato e B. bassiana, T8: Micro.
Borato e clorpirifés e T9: Mirex®.

Segundo os resultados do bioensaio houve interagcdo significativa (tratamentos
versus dias avaliados apds aplicacdo dos tratamentos) para a varidvel percentual de
formigas vivas (p<0,01).

As formigas foram confinadas em um recipiente fechado, e o contato com as
esferas seria iminente. Desse modo, a Tabela 6 apresenta o percentual de formigas vivas
ao comparar os tratamentos dentro de cada dia. Pode-se observar que todas as iscas
apresentaram maiores médias de percentual de sobrevivéncia no primeiro dia, ndo
diferindo significativamente.

Nos dias 2, 3 e 4, os tratamentos T8 e T9 apresentaram as menores médias.
Sendo que o tratamento T8 apresentou 100% de mortalidade apdés 24 h de avaliagdo. Ao

final de 120 h de experimento todas as iscas apresentaram eficiéncia na mortalidade de
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formigas. Desse modo, pode-se inferir que essas iscas possuem uma boa eficiéncia no
controle quimico desses insetos. Vale ressaltar que, a isca T8 apresentou superioridade
em relacdio a isca comercial Mirex® (T9), isca comercial mais utilizada no Brasil no

combate a esses insetos.

Tabela 6: Sobrevivéncia (%) de Atta spp. (tratamento versus dias de avaliag¢do).

Dias
Tratamentos 1 2 3 4 5
TO 100 Aa 89,00 Aa 89,00 Aa 83,33 Aab 44,67 Ab
T2 100 Aa 72,33 Aa 50,00 ABab 22,33 Bb 0,00 Bb
T6 100 Aa 55,67 Aab 27,67 BCbc 16,66 Bb 0,00 Bb
T7 100 Aa 61,,33 Aa 16,67 BCb 5,66 Bb 0,00 Bb
T8 100 Aa 0,00 Bb 0,00 Cb 0,0 Bb 0,00 Bb
T9 100 Aa 9,,67 Bb 0,00 Cb 0,0 Bb 0,00 Bb

Tratamentos — TO: Testemunha, T2: Micro. Controle com borato, T6: Micro. 2,5 g borato e B. bassiana;
T7: Micro. 5 g borato e B. bassiana, T8: Micro. borato e clorpirifés e T9: .Mirex®. Médias seguidas de
mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

4.3 Bioensaios em campo
4.3.1 Bioensaio 1 — Cultivos de Eucalipto (E. grandis)
A Figura 35 mostra o contato inicial das formigas do género Atta spp. com as

microesferas para carregamento ao interior do ninho.

Figura 35. Imagem fotografica de formigas coletando microesferas para serem
carregadas para o ninho durante o experimento com a isca sulfluramida (T4).
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
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Segundo os resultados do bioensaio houve interagdo significativa (tratamentos
versus dias avaliados apds aplicacdo dos tratamentos) para a varidvel do nimero de
iscas carregadas (p<0,01).

A isca comercial Mirex®, foi utilizada no presente estudo para comparar a
efetividade dos tratamentos em formigas cortadeiras. Dessa forma, o carregamento de
iscas foi contabilizado até que o formicida Mirex® fosse totalmente carregado, isso
ocorreu nas primeiras 48 h. Na Tabela 7, € possivel verificar que as maiores médias de
carregamento dentro dos tratamentos no dia 1 foram apresentadas para as iscas borato
de s6dio e Mirex®, que apresentaram diferenca significativa dos demais tratamentos. No
dia 2, o Mirex® apresentou maior média, diferindo dos demais, enquanto para os dias
seguintes ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, 1SS0 porque nas primeiras
48 h, alguns dos tratamentos ja haviam obtido um carregamento percentual de 100% ou

por terem sido removidos da trilha (recrutamento).

Tabela 7: Numero de iscas carregadas por Atfa spp. ao longo dos dias apds a aplicacdao
das iscas. Rio Paranaiba, Minas Gerais, Marco a Abril de 2018.

Dias
Tratamentos 1 2 4 7 14 21 35 60
Tl 0,66 Ba - - - - - - -
T2 2433 Aa 0,33 Bb - - - - - -
T3 0,66 Ba - - - - - - -
T4 2,33 Ba - - - - - - -
TS5 26,33 Aa 11,00 Ab - - - - - -

Tratamentos - T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato de sédio, T3: B. bassiana, T4: Micro. Sulfluramida
e T5: Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e mintscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Para a comparagdo de cada tratamento no decorrer dos dias, nota-se novamente
que apenas a isca com borato e o tratamento Mirex® apresentaram média superior no dia
1 e diferiram dos demais dias.

A varidvel indecisdo apresenta interagcdo significativa (p<0,05) para tratamentos
versus dias avaliados apds aplicacdo das iscas. O teste de indecis@o foi realizado para
verificar se as formigas teriam aceitacio ao entrarem em contato com as microesferas. A
Tabela 8 apresenta os resultados de indecis@o pelas Atta spp. em relacdo aos diferentes
tratamentos e diferentes periodos de tempo (dias). Para essa varidvel ao comparar os
tratamentos dentro de cada dia, pode-se observar que as iscas borato e controle
apresentaram maiores médias de indecisdo no primeiro dia, ao passo que, a isca

comercial Mirex® e as microesferas com B. bassiana e sulfluramida, apresentaram a
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menor indecisdo. Para os demais dias ndo foram observadas diferencas significativas, o
que pode ser justificado por ndo haver mais iscas para o carregamento, ou pelo fato das

formigas ja terem removido as iscas das trilhas.

Tabela 8: Indecisdo pelas Atta spp. Rio Paranaiba, Minas Gerais, Marco a Abril de
2018.

Dias
Tratamentos 1 2 4 7 14 21 35 60
T1 1,67 ABa - - - - - - -
T2 3,67 Aa - - - - - - -
T3 0,00 Ba - - - - - - -
T4 0,33 Ba - - - - - - -
T5 0,00 Ba - - - - - - -

Tratamentos - T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato de sédio, T3: B. bassiana, T4: Micro. Sulfluramida

e T5: Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minidscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A varidvel recrutamento apresenta diferenca significativa (p<0,05) para dias
versus tratamentos. A Tabela 9 apresenta o recrutamento de iscas em funcdo dos
tratamentos e os dias de aplicacdo. Para a comparacdo dos tratamentos dentro de cada
dia avaliado e o paralelo de cada tratamento em funcio dos dias, o uso de sulfluramida
apresentou maior recrutamento apenas para o dia 2. As unicas {scas que ndao emitiram
odor apos a sintese foram a sulfluramida e o controle, desse modo o cheiro do polimero

alginato pode ter influenciado na ndo aceitacao dessa isca pelas formigas (Margarete et
al., 2007).

Tabela 9: Numero de iscas retiradas do ninho (recrutamento) por Atta spp. Rio
Paranaiba, Minas Gerais, Marco a Abril de 2018.

Dias
Tratamentos 1 2 4 7 14 21 35 60
T1 8,83 Ab 29,00 Aa 12,00 Ab - - - - -
T2 1,00 Aa 0,00Ba 0,33 Aa 1,66 Aa - - - -
T3 0,66 Aa 1,00Ba 1,00 Aa - - - - -
T4 1,66 Aa 2,66 Ba 5,33 Aa 2,00 Aa - - - -
T5 0,00 Aa 0,00Ba 0,00 Aa - - - - -

Tratamentos - T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato de sédio, T3: B. bassiana, T4: Micro. Sulfluramida
e T5: Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha, nio diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Ainda segundo os dados da Tabela 9 € possivel observar que partir do dia 14,
nio houve recrutamento para qualquer tratamento avaliado. O Mirex® nfio apresentou
recrutamento durante todo o processo de avaliagdo, o que revela a boa aceitagdo dessa

isca pelas formigas.
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O recrutamento € parte de um protocolo utilizado para verificar a nao rejei¢ao
pelas iscas testadas, que sao removidas do interior dos formigueiros e, ou, das trilhas,
caso seja perceptivel pelas formigas algum material que ndo as satisfaga ou que possa
causar dano ao ninho (Jacques et al., 2000). Desse modo, foi realizada uma anélise no
qual se objetivou verificar se os tratamentos realizados teriam uma boa aceitacdo por
parte das formigas do género Atta spp.

Como os formigueiros ndo foram abertos utilizou-se para determinar a
mortalidade das formigas uma diminui¢do do seu fluxo durante oito avalia¢des, em um
periodo total de 60 dias. Para os resultados do fluxo de formigas/min, ndo houve efeito
da interacdo, contudo houve diferenca (p<0,01) entre os tratamentos avaliados. A
Tabela 10 mostra que o fluxo de formigas/min foi superior quando se aplicou o
controle, que diferiu apenas no uso das iscas B. bassiana e Mirex®, estes ndo

apresentaram diferencas entre si e exibiram o menor fluxo.

Tabela 10: Fluxo de Atta spp. por minuto. Rio Paranaiba, Minas Gerais, Marco a Abril
de 2018.

Tratamentos Fluxo de Formigas/min
T1 10,29 AB
T2 22,00 A
T3 1,83 C
T4 15,29 AB
T5 5,83 BC

Tratamentos - T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato de sédio, T3: B. bassiana, T4: Micro. Sulfluramida
e T5: Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minudscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Como as microesferas controle ndo apresenta nenhum agroquimico em potencial
em sua composicdo, o alto fluxo observado na Tabela 10 foi de encontro ao resultado
esperado.

Os testes anteriores mostraram que as iscas com borato de sdédio apresentaram
maiores médias para carregamento e para o fluxo de formigas, pode-se pensar que a isca
agiu como um atrativo € ndo como um inseticida. No entanto, no decorrer do
experimento pode-se observar (avaliacdo no campo) que o fluxo de formigas diminuiu.

A Figura 36 apresenta um histograma do perfil de f{scas
carregadas/contabilizadas no periodo de tempo de 60 dias, pode-se observar que as iscas
Mirex® e com borato tiveram 100% de carregamento, diferentemente do que aconteceu

com as demais {scas.
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O sulfluramida incorporado as microesferas, pode nao ter causado efeito em uma
diminui¢do do fluxo das formigas, como a isca comercial Mirex®. Isso provavelmente

ocorreu porque as microesferas que foram carregadas também foram recrutadas.
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Figura 36. Histograma do Percentual de carregamento dos tratamentos utilizados no
bioesaio.

As fscas com o principio ativo sulfluramida da marca Mirex® e as microesferas
com borato apresentaram as maiores médias de carregamento, ndo diferindo ao teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. J4 as iscas com sulfluramida e B. bassiana nao
apresentaram diferenca significativa, tendo a segunda menor média entre os sistemas
estudados, o controle apresentou a menor média dentre as iscas avaliadas.

As microesferas com B. bassiana apresentaram as menores médias nas
avaliacdes: iscas carregadas, recrutamento e indecisdo. Elas também apresentaram
menor média no fluxo de formigas, com um percentual de carregamento médio inferior
a 40%. Isso mostra que o fungicida foi eficiente no controle dos fungos dentro da
panela, e posteriormente causaram efeitos deletérios no formigueiro, levando a morte
desses insetos.

A Tabela 11 apresenta os dados referentes ao nimero de folhas carregadas pela
Atta spp. Para esta varidvel ndo houve interacdo significativa, mas observou-se efeito

isolado dos tratamentos e dos dias avaliados apoés aplica¢do das microesferas (p<0,05).
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Tabela 11: Numero de folhas carregadas pela Afta spp. por tratamento. Rio Paranaiba,
Minas Gerais, Marco a Abril de 2018.

Tratamentos Niimero de folhas carregadas
T1 6,50 ABC
T2 13,46 AB
T3 1,33C
T4 13,60 A
T5 3,50 BC

Tratamentos - T1: Micro. Controle, T2: Micro. Borato de sédio, T3: B. bassiana, T4: Micro. Sulfluramida
e T5: Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e minudscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O tratamento com a isca comercial Mirex® e com a microesfera incorporada com
B. bassiana apresentou menores médias para o carregamento de folhas, corroborando
com o que foi discutido anteriormente, onde esse pequeno numero estd associado ao
baixo fluxo proveniente da morte causada pelos agroquimicos presentes nas iscas.

As maiores médias de carregamento de folhas sdo observadas novamente nos
tratamentos com borato, sulfluramida e controle, onde o fluxo desses insetos eram

maiores que aos dos demais.

4.3.2 Bioensaio 2 — Pastagem (Gramineae)

Os resultados do bioensaio ndo mostram interacdo significativa (tratamentos
versus dias avaliados apds aplicacdo dos tratamentos) para todas as varidveis avaliadas
pelo teste Tukey (p<0,05): fluxo de formigas, numero de iscas carregadas,
recrutamento, indecisao e nimero de folhas carregadas. Contudo, algumas das varidveis
apresentaram diferenga significativa no tratamento ou no dia de avaliacdo.

A seguir estd apresentada a estatistica referente a cada uma das varidveis
avaliadas.

A diminui¢do do forrageamento apds o inicio de aplicacdo das iscas pode
implicar na diminui¢do das atividades e, ou, na mortalidade das formigas. Desse modo,
objetivou-se avaliar o fluxo de formigas a fim de determinar a mortalidade desses
insetos. No entanto, a andlise estatistica ndo indicou diferenca significativa para a
varidvel fluxo de formigas. Assim, as iscas testadas foram eficientes, podendo utiliza-
l14s no combate a esses insetos. Essa informacao pode ser baseada na Tabela 6, resultado
do ensaio com as iscas em laboratério, onde foi verificada a toxicidade e eficiéncia das
iscas.

Além do fluxo de formigas, as varidveis recrutamento e indecisdo nao
apresentaram diferenca significativa para os tratamentos avaliados (p>0,05). O

recrutameto refere-se a busca de alimento, neste caso as iscas, essa variavel teve como
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objetivo principal avaliar a aceitacdo das iscas apds carregarem até as panelas dos
ninhos e se as mesmas iriam remover esses materiais (Jacques et al., 2000).

A varidvel nimero de iscas carregadas apresenta diferenca (p<0,01) entre os dias
avaliados. As microesferas com os principios ativos apresentaram boa atratividade para
as formigas, fato verificado no dia 1, em que se observa as maiores médias de
carregamento. Essa rdpida aceitacdo implica no controle de possiveis intoxicacdes por
parte de animais, visto que as iscas nao ficam muito tempo expostas (Lima et al., 2003).

A varidvel indecisdo refere-se a capacidade de aceitacdo das formigas pela isca
logo apds o contato. A Tabela 12 apresenta os dados referentes a indecis@o por Atta
spp., houve interacdo significativa (p<0,01). O tratamento T6 apresentou as maiores
médias, essa indecisdo pode estar atribuida ao odor proveniente de uma grande
quantidade de B. bassiana presente na microesfera, diferentemente do que ocorrem no
T7, em que a quantidade do fungicida foi igual para ambas, no entando a quantidade de

borato de sédio utilizada foi superior, inibindo assim o cheiro.

Tabela 12: Indecisdo pelas Atta spp. Rio Paranaiba, Minas Gerais, Junho a Julho de
2018.

Tratamentos Numero de folhas carregadas
T2 0,042 AB
T6 0,200 A
T7 0,000 B
T8 0,42 AB
T9 0,000 B

Tratamentos — T2: Micro. Controle com borato, T6: Micro. 2,5 g borato e B. bassiana; T7: Micro. 5 g
borato € B. bassiana, T8: Micro. e clorpirifés e T9: .Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula
na coluna, nio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A Tabela 13 apresenta os dados das médias dos tratamentos avaliados e mostra
diferenca significativa (p<0,01) para a varidvel numero de folhas carregadas. Ainda
segundo os dados da Tabela 14 € possivel observar que as maiores médias sdo referentes
as microesferas (T2), que apresentava menor quantidade de agroquimicos em sua
composi¢do. Os tratamentos T6, T7 e T8 apresentaram as menores médias, se igualando
ao tratamento T9, em que se utilizou a isca comercial Mirex® e esta por sua vez nio

diferiu significativamente do tratamento T2.
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Tabela 13. Numero de folhas carregadas pelas Atta spp. Rio Paranaiba, Minas Gerais,

Junho a Julho de 2018.
Tratamentos Niimero de folhas carregadas
T2 18,17 A
T6 3,67B
T7 7,08 B
T8 3,12B
T9 10,17 AB

Tratamentos — T2: Micro. Controle com borato, T6: Micro. 2,5 g borato e B. bassiana; T7: Micro. 5 g
borato e B. bassiana, T8: Micro. e clorpirifés e T9: .Mirex®. Médias seguidas de mesma letra maidscula
na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que a sintese das
microesferas contendo os agroquimicos, tetraborato de sddio, B. bassiana, sulfluramida
e clorpirifés foram eficientes, originando produtos inéditos na literatura.

As técnicas de caracterizagdo utilizadas (DRXP, FTIR-ATR e TGA-DTA),
forneceram informacdes sobre cristalinidade, composicao, estrutura e andlises térmicas
das microesferas sintetizadas. Essas técnicas permitiram identificar caracteristicas
(quimicas e fisicas) dos materiais precursores da sintese, evidenciando a presenca dos
mesmos apos a sintese das microesferas, as quais foram encapsuladas pelo biopolimero
alginato de sddio.

Os testes de liberagdo “in vitro” para as microesferas contendo boro e clorpirifés
mostraram que a taxa de liberacdo acumulada para a soluciao ocorreu em um periodo de
1h, atingindo 100% de libera¢@do para o boro e 86% do inseticida clorpirifos.

Os testes de lixiviagdo de boro e clorpirifés mostraram o comportamento desses
inseticidas contidos nas microesferas no solo. As microesferas com tetraborato de sodio
apresentaram percolacdo de 100% em até 15 dias de tempo de contato, podendo auxiliar
no processo de adubacdo das plantas. No entanto, em grandes quantidades essas
microesferas podem vir a contaminar o lencol fredtico. Em contrapartida, as
microesferas com o principio ativo do clorpirifés, s6 foram detectados apds 15 dias de
contato, com apenas 46,5%.

Os testes em laboratorio permitiram verificar a eficiéncia das iscas apds o
confinamento em potes plasticos. Para as microesferas utilizadas no Bioensaio 1, as
iscas mais eficientes foram os tratamentos T3 e T4 que apresentavam em sua
composi¢do esporos de B. bassiana e o principio ativo da sulfluramida,
respectivamente. Durante periodo de tratamento foi verificada a diminui¢do das
formigas ao decorrer das avaliacdes. Em contrapartida, no biensaio realizado nas
plantacdes de eucalipto, a varidvel que avaliou a mortalidade (fluxo de formigas)
apresentou maior eficiéncia apenas para o tratamento T3, ndo divergindo
significativamente da isca comercial Mirex®. A varidvel nimero de folhas carregadas
corroborou com os dados obtidos para o fluxo, foi considerado que diminui¢do do
forrageamento foi causada pelo maior indice de mortalidade das formigas soldados. As
demais variaveis, indecisdo, recrutamento e iscas carregadas apresentaram as maiores

médias para os tratamentos T2, T1 e TS5, respectivamente.
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Para os resultados do bioensaio 2, houve interagdo significativa (tratamentos X
dias avaliados) para a varidvel percentual de formigas vivas (p<0,01). A isca sintetizada
T8 apresentou as menores médias, sendo a mais eficiente no combate a Atta spp.,
causando 100% de mortalidade em até 24 h. Essa isca apresentou-se mais eficiente em
relacdo a isca comercial Mirex® (T9). Ao final das 120 h de avaliagdio os tratamentos
T7, T8 e T9 foram observados maior mortalidade. No entanto, para o bioensaio
realizado no pasto a varidvel utilizada para verificar a mortalidade desses insetos (fluxo
de formigas) ndo apresenta diferencga significativa, podendo assim inferir que as iscas
testadas foram eficientes no combate a esses insetos. Além disso, as variaveis
recrutamento e indecisdo ndo apresentaram diferenca significativa para os tratamentos
avaliados (p>0,05). A varidvel nimero de iscas carregadas apresentou (p<0,01),
mostrando a atratividade dessas iscas para o primeiro dia de teste.

Com base nos resultados obtidos por meio das andlises estatiticas e experimentos
realizados, dentre todas as microesferas, pode-se afirmar que a isca que apresenta
melhor controle quimico de formigas cortadeiras do género Atfa spp. € o tratamento T8,
que contém o principio ativo do inseticida clorpirifés, apresentando um periodo de

mortalidade mais rdpida que a isca comercial.
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6. PERSPECTIVAS

O presente trabalho permitiu uma compreensdo do processo de controle quimico
de formigas cortadeiras. Embora ainda haja lacunas quanto as informagdes aqui
apresentadas, esse estudo abre caminhos para outros trabalhos, como, por exemplo, a
adaptacao dessas iscas para controle de formigas de outros géneros.

Maiores estudos, como o aumento da dosagem e, ou adicdo de novos inseticidas
podem ser realizadas visando a melhoria dessas iscas, podendo até mesmo ser utilizadas
como agente de liberacdo sustentada para controle de outros insetos.

Estudos com outros organismos para verificar a inflluéncia no ecossistema, com

vistas a proteger o aplicador e os inimigos naturais.
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Apéndice A — Microesferas sintetizadas

2 _ K/' C) : o PUSRILT .--» ; d)
Figura A1 Imagens fotograficas das microesferas utilizadas para o Bioensaio 1: (a)
Controle (T1); (b) Borato de sédio (T2); (¢) B. bassiana (T3) e (d) Sulfluramida (T4).
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
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Figura A2. Imagens fotograficas das microesferas utilizadas para o Bioensaio 2: (a)
Controle com borato de sédio (T2); (b) 2,5 g de Borato de sédio e B. bassiana (T6); (c)
5 g de Borato de sddio e B. bassiana (T7) e (d) Borato de sddio e clorpirifés (T8).
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
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Apéndice B — Curvas Padrao
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Figura B1. Curva analitica padrdo para determinagao de boro.
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Equation y=a+b*x
1200 + Intercept 28,13914 + 19,10831
J | Stope 127,58037 + 3,47293
R-Square (COD) 0,99704
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Figura B2. Curva analitica padrio para determinagdo de clorpirifés em acetonitrila.
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Apéndice C — Padroes de difratogramas

Al2S205(0H )4
Aluminum Silicate Hydroxide
Ref: Brindley, ., Penn State Univ., University Park, P&, US4, ICDD Grant-in-&id, [1977)
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Figura C1. Padrao PCPDFWIN numero 29-1488 para a caulinita.

80



a2z B4 07 -10HZ 0
Sodiurm Borate Hydrate

Ref: Cipriani, Ath Soc. Tozcana Sci. Mat. Piza, Mem., Ser. &, 65, 2594 [1958]
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Figura C2. Padrao PCPDFWIN nimero12-0258 para o tetraborado de sédio

decaidratado.
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Apéndice D — Sistema de Lixiviacao
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Figura D1. Imagem fotogréfica do sistema de lixiviagdo completo.
Fonte: Duarte, V.G.O., 2019.
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