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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo sintetizar microparticulas de etilcelulose e avaliar a
encapsulagdo do fungicida tebuconazole. Foi empregado um planejamento fatorial
para estudar as variaveis que controlam a morfologia. As variaveis avaliadas foram
concentragao do polimero etilcelulose, a velocidade e tempo de homogeneizagao de
alta velocidade e a concentragdo do surfactante utilizado. Foi avaliada ainda a
influéncia do tebuconazole sobre as caracteristicas das microparticulas, sendo o
diametro, rendimento e a distribui¢gdo utilizada como parametros para avaliagédo da
sintese. As microparticulas de etilcelulose foram obtidas pelo método de inversao de
fase a temperatura constante e a caracterizagdo foi realizada por FEG-SEM,
espectroscopia FT-IR, Espectroscopia Raman e analise térmica (TG, DTG e DTA). A
analise do tebuconazole foi realizada por CG-EM. Foram obtidas microparticulas de
etilcelulose com diametro médio variando de 0,21 pym (x0,08) a 0,55 ym (+0,22) para
o experimento PE-14. Os pardmetros que mais influenciaram os efeitos sobre o
didmetro das microparticulas foram a concentragao do polimero (+0,28) e velocidade
de homogeneizagédo (-0,43). O rendimento das microparticulas variou entre 10,07 e
96,59%. Os resultados de DRX indicaram que a distribuicdo do TBZ nas particulas
de EC foi a nivel molecular, ou seja, ndo houve a formagéao de cristais no interior das
microesferas. A presenca de TBZ nas particulas foi adequadamente quantificada por
cromatografia a gas e também foi identificada pela presenga do pico Raman em
1597,98 cm”. O deslocamento deste pico foi atribuido as interacdes
intermoleculares do TBZ com a matriz. A eficiéncia de encapsulacido do
tebuconazole nas particulas de etilcelulose foi de 76,0 (+4,9) para EEC25, 69,6
(+4,0) para EEC50, 60,6 (x2,3) EEC100 e 45,5 (x1,1) EEC200. Os dados obtidos
pela analise térmica indicam que as particulas de etilcelulose sdo termicamente

estaveis até a temperatura de 160°C.

Palavras- chave: tebuconazole, encapsulacgéo, fungicida, etilcelulose, polimero.



ABSTRACT

This study aimed to synthesize microparticles of ethylcellulose and evaluate the
encapsulation of the fungicide tebuconazole. A factorial design was used in order to
study the variables that control the microparticles morphology. The evaluated
variables were concentration of ethylcellulose polymer, speed and time of high
pressure homogenization and concentration of surfactant. The influence of
tebuconazole on the characteristics of microparticles was also evaluated and the
diameter, yield and the distribution were used as synthesis parameters. The
ethylcellulose microparticles were obtained by phase inversion method at constant
temperature and the characterization was performed by FEG-SEM, FT-IR s and
Raman spectroscopy, thermal analysis (TG, DTG and DTA).

Ethylcellulose microparticles were obtained with an average diameter ranging from
0.21 uym (£0.08) to 0.55 ym (£0.22) for the PE-14 experiment. The parameters that
influence the effects on the diameter of the microparticles were the concentration of
the polymer (+0.28) and mixing speed (-0.43). The yield of the microparticles ranged
between 10.07 and 96.59%. XRD results clearly indicated that the distribution of the
particles of TBZ was at molecular level and there was no formation of crystals within
the microspheres. The presence of the TBZ into the particles was measured by gas
chromatography and it was also identified by Raman peak at 1597.98 cm™ and this
peak was attributed to the intermolecular interactions of the matrix with TBZ. The
encapsulation efficiency of TBZ was 76.0 (£4.9) to EEC25 69.6 (+4.0) to EEC50, 60,
6 (£ 2.3) EEC100 and 45.5 (x1.1) EEC200. The data obtained by thermal analysis
show that the particles of ethylcellulose are thermally stable up to 160 ° C

temperature.

Key Words: tebuconazole, encapsulation, fungicide, ethylcellulose, polymer.
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1. INTRODUGAO

1.1 O uso de biocidas

O Brasil € um pais com caracteristica fortemente agricola. De acordo com o
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio (Brasil, 2013) o agronegocio
tem representado consideravel parcela das exportagdes (42%), trazendo o equilibrio
financeiro a balanga comercial nacional.

Apesar do citado beneficio econdmico, efeitos negativos do agronegdcio tém
sido observados devido ao intenso uso e aplicacdo de biocidas no controle de
pragas, tais como a contaminag¢do do ar, do solo e da agua expondo a populagao
aos efeitos destes compostos (Chevreuil et al., 1996; Dores e De-Lamonica-Freire,
2001; Vieira et al., 2009; Ribeiro et al., 2013; Ye et al., 2013).

Devido a problematica da contaminacdo ambiental diversas acdes tém sido
propostas com o objetivo de minimizar o impacto causado pelo uso de biocidas.
Algumas dessas agdes sdo: o plantio direto (Araujo et al., 2004; Correia et al., 2007;
Correia et al., 2010); as faixas de contencdo (Ludovice et al., 2003); as formas
alternativas de aplicagdo (Malato et al., 2000); o uso de plantas geneticamente
modificadas (Kos et al., 2013) e a formulagao de biocidas para liberagéo controlada
(Kumbar et al., 2001; Asrar et al., 2004; Bilati et al., 2005; Guan et al., 2008; Riyajan
e Sakdapipanich, 2009; Sopena et al., 2009; Zhu et al., 2009).

1.2 Formulagao de biocidas

De acordo com Markus e Linder (2005), as formulagdes de biocidas podem

ser classificadas como:

e Solucdes aquosas

e Concentrados emulsionaveis

e Dispersdes concentradas (aquosos € ndo aquosos)

e Pds molhaveis

e Gréanulos aquo-dispersaveis (dry flowables)

e Formulagdes para liberacao controlada

e Qutros (aerossois, géis, etc.).
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A escolha da formulagdo é influenciada pelas caracteristicas fisicas do
biocida (ponto de fusdo, solubilidade e volatilidade), as propriedades quimicas
(estabilidade hidrolitica, estabilidade térmica e a estabilidade a irradiagdo, o modo de
aplicacao da formulagao (solo, foliar, etc.) a cultura a ser tratada e as praticas
agricolas. Além disso, importantes consideragdes devem ser feitas referente as
propriedades bioldgicas (seletividade da cultura, transporte através do solo, a
toxidade para espécies alvo e ndo-alvos) e aspectos econdmicos (Markus e Linder,
2005).

Atualmente, o uso comercial de biocidas na agricultura tem sido feito quase
que em sua totalidade como concentrados emulsionaveis, dispersdes concentradas,
pé6 molhaveis e granulos hidro-dispersaveis. No entanto, ha também a
comercializacdo de biocidas encapsulados como o DEMAND 2,5 CS (Syngenta,
2014) e o Lantec 2,5 MC (Tecnocell, 2014). Ambos trazem o inseticida
lambdacialotrina como principio ativo encapsulado e sdo suspensbes aquosas

contendo o ingrediente ativo dentro de microcapsulas de lenta liberacao.

Segundo a fabricante, o DEMAND 2,5 CS é estavel, ndo cristaliza e é
compativel com diversos inseticidas. E altamente ativo contra uma grande variedade
de pragas e faz o controle eficiente com um longo efeito residual em superficies
agressivas. Possui baixa toxicidade, sendo, portanto um produto adequado para o
controle de pragas em areas internas e criticas. Pode ser utilizado em baixas
concentracdes e reduz o numero de reaplicacdes. Nao apresenta odor, ndo mancha,

nao é corrosivo e é biodegradavel.

Segundo Sopena et al. (2009), a razdo na qual o ingrediente ativo é liberado
a partir de wuma formulagdo convencional € geralmente relacionada
exponencialmente com a quantidade ou concentragdo do ingrediente que
permanece na formulagdo (Figura 1). Isto significa que a concentragdo do biocida
no ambiente sera inicialmente muito alta, geralmente toxica, e decrescera
rapidamente a um nivel baixo e ineficaz. Em contraste, o uso de sistemas de
liberagcdo controlado exibira uma baixa concentragdo do ingrediente ativo e se

mantera estavel o tempo suficiente para proteger a cultura e ter a agao desejada.
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Concentragao

A Nivel toxico
Formulagdo convenciona
%Encapsulado
/ \ Nivel de efetividade

Tempo

Figura 1. Comparacdo entre o perfil de acdo de biocidas com formulagao

convencional e sistema de liberagao controlada (encapsulado).

A formulagdo de um pesticida deve ser desenvolvida para combinar
multifacetadas demandas de eficacia, adequagcdo ao modo de aplicacédo e
minimizacdo dos danos ambientais. As formulagcdes que utilizam os sistemas de
liberagdo controlada atendem a estas exigéncias, pois possibilita 0 uso de menor
quantidade de biocidas com a mesma eficiéncia, além de ter um mecanismo de
resisténcia do biocida a processos ambientais como a lixiviagdo, evaporacao,

degradagao fotolitica, hidrolitica e microbiana (Markus e Linder, 2005).
1.3 Encapsulagao

A encapsulacao pode ser definida como um método de aprisionamento de
pequenas particulas ou compostos no interior de estruturas que os protejam,
separem, melhorem o manuseio e estocagem ou promova a liberagao controlada do

material ativo (Mayya et al., 2003).

De acordo com Birnbaum e Brannon-Peppas (2003), um sistema de
liberagdo controlada (CRS, do inglés Controlled Release System) é basicamente
uma formulacdo composta por microcapsulas ou microesferas. Neste caso, a
microesfera é formada por uma mistura relativamente homogénea do polimero e do

ingrediente ativo, enquanto que as microcapsulas tém pelo menos um dominio
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discreto. Algumas variagdes nas estruturas de microparticulas sdo mostradas na
Figura 2. A medida que os dominios e subdominios de agente ativo dentro de
microcapsulas se tornam progressivamente menores, as microcapsulas se tornam

microparticulas.

(@) (b) (c)

Figura 2. Diferentes estruturas de microparticulas. (a) Microcapsula com nucleo
sélido (b) Microcapsula com nucleo nao solido (c) Microcapsula com micro ou nano
dominios sdlidos (d) Microcapsulas com micro ou nano dominios ndo solido (e)
Microesferas com mistura da matriz e agente encapsulado. Fonte: Birnbaum e

Brannon-Peppas (2003).

Segundo Dubey et al. (2009), a utilizacdo da encapsulagédo € uma area de
pesquisa com alto potencial de aplicacdo devido a possibilidade de formulacdo de
materiais que resultam em produtos com caracteristicas superiores aos

convencionais.

O primeiro exemplo importante de produto comercial que utilizou a
tecnologia de encapsulacdo foi a substituicio de papeis carbono por folhas
impregnadas com microcapsulas contendo um precursor de tinta (Green e
Schleicher, 1957; White, 1998). As microcapsulas presentes no verso da folha de
papel sdo rompidas pela pressao exercida no ato da escrita, liberando o precursor.
Este precursor, geralmente um corante leuco, ao entrar em contato com o reagente
(um doador de protons) presente na folha onde sera feita a copia, produzira a cor
desejada. O didmetro das microcapsulas utilizadas nos papéis carbonless estéo

atualmente entre 3 e 8 um.

Desde a invencdo do papel sem carbono, varias aplicagdes dos produtos
encapsulados tém sido relatadas na literatura abrangendo os mais diferentes
campos do conhecimento e atividades humanas, tais como a agricultura, a industria

farmacéutica, a industria de alimentos, a geragao de energia, a catélise e a industria
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militar (Dubey et al., 2009). Segundo Jyothi et al. (2010), os métodos de
encapsulagao podem ser classificados em dois grandes grupos:

o Meétodos fisicos: extrusao, spray chilling (secagem a frio), spray drying
(secagem a quente), etc;
e Métodos quimicos: coacervagao, polimerizagao interfacial, sol-gel,

nanoprecipitagao, emulsoes, etc.

A escolha do método depende das caracteristicas da substancia ativa, das
caracteristicas almejadas para o produto final, do custo de produgédo e do tamanho
das estruturas encapsulantes que se pretende obter (Asrar et al., 2004). Neste
contexto, as emulsdes tém sido utilizadas com sucesso nos processos de sintese de
microparticulas (Giri et al., 2013; Lee et al., 2013). O Mecanismo basico envolve a
formacao de emulsbes em meio aquoso pelo uso de agentes tensoativos ibnicos ou
nao idnicos que, dependendo do meio, podem ser de configuragao direta (a), onde a
fase 6leo esta emulsionada na fase aquosa (fase continua) e (b) invertida, onde a
fase aquosa esta emulsionada na fase continua, 6leo, conforme apresentado na

Figura 3. A esfera vermelha representa a parte polar do surfactante e a cauda (linha)

representa a parte apolar (hidrofébica) da estrutura do surfactante.

Figura 3. (a) Representagcao de emulsao o—w (6leo em agua) e (b) emulsdo w—o

(dgua em dleo).
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Spernarth e Magdassi (2007) relataram a preparagdo de nanoparticulas de
etilcelulose por inversdo de fase a temperatura constante. Neste trabalho foram
utilizados dois surfactantes, o monolaurato de sorbitana (Span 20) e o monolaurato
decaglicerol cuja mistura apresentou balancgo hidrofilico-lipofilico (HLB) entre 10 e
14. A emulsdo obtida pela mistura do solvente orgénico, o polimero e os
surfactantes apresentavam micelas diretas. Apos a adicdo da agua a mistura
organica ocorreu o processo de inversdo catastrofica de fase (Fernandez et al.,
2004). Neste processo de inversao, o aumento da fragdo aquosa na solugéo alterou
o grau de curvatura do surfactante e esta mudanga favorece a formacéo de
particulas de reduzido tamanho com boa distribuigdo de tamanho.

Varios trabalhos que decrevem a sintese e aplicagdbes de biocidas
encapsulados podem ser encontrados na literatura especializada (Stout et al., 1979;
Riley, 1983; Singh et al., 2007; Guan et al., 2008; Liu et al., 2008; Riyajan e
Sakdapipanich, 2009; Sopena et al., 2009; Voinova et al., 2009; Zhu et al., 2009). A
grande variedade de trabalhos deve-se as inumeras possibilidade de rotas
sintéticas, diferentes tipos de matrizes e aplicacdes.

Flores Céspedes et al. (2013) descreveram o uso de alginato como matriz e
bentonita e antracita (argilominerais) como agentes modificadores na preparacéo de
formulagdes dos biocidas cloridazona e metribuzina. Os autores demonstraram a
capacidade da formulagdo de prolongar a liberagdo dos herbicidas estudados com
consequente reducao do potencial de lixiviagdo e contaminacdo de aguas
subterraneas.

Sun et al. (2014) relataram a encapsulagdo do metomil, um inseticida do
grupo quimico carbamato que possui alta solubilidade em agua, 57,9 g.L'1 a 25 °C.
Neste trabalho, foi utilizada como matriz o polimero carboximetilquitosana. A
eficéncia de encapsulacéo foi superior a 90% e o perfil de liberagcdo do metomil em

meio aquoso mostrou ser controlado por difus&o.

Utilizando um derivado etoxilado da celulose, a etilcelulose, Pérez-Martinez
et al. (2001) prepararam microesferas pela técnica da evaporagao de solvente para
encapsular o biocida norfluazon. A taxa de liberacdo do norfluazon variou com a
adicao de alcool polivinilico (PVA) e o tipo de solvente utilizado na sintese. Isso
indica a estreita dependéncia das propriedades das microparticulas com o método

de sintese e os materiais utilizados.
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Sajid e Akash (2013) relatam a aplicagdo de microesferas de etilcelulose e
hidroxiproprilcelulose como matrizes para a liberagao controlada de flurbiprofen. As
microesferas foram preparadas pelo técnica de evaporacdo de solvente e os testes
de liberacdo indicaram que a cinética de liberacdo foi de ordem zero, portanto,

independente da concentragédo da substancia ativa.

14 Etilcelulose

A etilcelulose (EC) é um polimero atdxico, estavel, compressivel, inerte,
hidrofébico, soluvel em uma ampla variedade de solventes organicos e flexivel a
baixas temperaturas. Etilcelulose tem sido utilizada em vernizes, tintas, adesivos,
plasticos e produtos farmacéuticos (Murtaza, 2012). Este polimero tem ainda como
caracteristica a baixa flamabilidade e resisténcia a descoloracdo por luz solar. A

etilcelulose é obtida pela reagcédo do cloroetano com celulose alcalinizada (Equacéao

1.
RO'Na™ + CoH,Cl = ROC3HsH + NaCl Eq. (1)

Os grupamentos hidroxila da celulose sdo, em meio altamente alcalino,
convertidado a ions hidroxil, cuja reagdo com o cloroetano produz a etilcelulose.
Comercialmente é comum ser encontrado EC com grau de etoxilagdo de 48%. Na

Figura 4 é apresentada a férmula molecular da etilcelulose.

C2H5
|

CaHs CoHs

Figura 4. Formula molecular do polimero etilcelulose. Adaptado de Murtaza (2012).

Segundo Madelung et al. (2014), as particulas formadas por EC sé&o

biocompativeis, o que potencializa seu uso em sistemas de liberacdo controlada de
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principios ativos em seres vivos ou no meio ambiente. Devido a esta e outras
caracteristicas ja anteriormente citadas, este polimero tem sido utilizado em filmes
(Cavalcanti et al., 2004), tabletes de medicamentos (Hosseini et al., 2013),
microesferas (Pérez-Martinez et al., 2001), microcapsulas (Yang et al., 2000) como
matrizes para drogas soluveis em agua, além daqueles de baixa solubilidade nesse
solvente.

Por ser sintetizada a partir de uma matriz abundante (celulose) a EC
apresenta alto potencial de utilizacdo em sistemas de liberacdo controlada e de

custo acessivel.
1.5 O biocida tebuconazole

O tebuconazole (Figura 5) € um fungicida da classe dos triazois, cuja férmula
molecular é C4gH22CIN3O, nome quimico (RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-

triazol-1-ylmetil)pentan-3-ol e apresenta classificagao toxicoldgica igual a IV.

HO

Cl

i

Figura 5. Formula estrutural plana do Tebuconazole (TBZ).

O uso do TBZ é regulado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e esta aprovou a aplicagéo foliar do TBZ nas culturas de abacaxi,
abdbora, alamo, alho, amendoim, arroz, aveia, banana, batata, beterraba, cacau,
café, cebola, cenoura, cevada, citros, cravo, crisantemo, feijao, figo, gladiolo, goiaba,
magd, mamé&o, manga, maracuja, melancia, meldo, milho, morango, pepino,

péssego, rosa, soja, sorgo, tomate, trigo e uva e em sementes de trigo. Este
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fungicida é também utilizado no processo de conservagado de madeiras (Rasmussen

et al., 2011) e em produtos domissanitarios.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais caracteristicas fisico-quimicas
do TBZ. Na literatura é relatada que o TBZ apresenta baixa volatilizagdo (Pressao de
vapor 1,7x10° Pa, 20 °C). Porém, estudos tem mostrado a presenca deste
ingrediente ativo em agua de chuva com valores de até 0,015 ug.L™" (Scheyer et al.,
2006; Silva et al, 2009) indicando ser este um mecanismo importante de
contaminagao ambiental. A elevada temperatura da superficie do solo (>60 °C) pode
elevar a pressédo de vapor do TBZ a valores significativos e que impactem o meio

ambiente.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do TBZ. Dados adaptados de FAO (2000).

Propriedades

Press&o de Vapor (P,) 1,7x10° Pa (20 °C)

Massa molar 307,91 g.mol™

Ponto de fusao 102,4 °C

pK,' 5,0 + 0,1 (Cadkova et al., 2013)

Log Pow? 3,7 (25 °C)

Densidade 1,249 g.cm™ (25 °C)

Estabilidade hidrolitica >1 ano (tampédo pH 4,7 e 9 a 22 °C)
32 mg.L"(H,0); 2-5 g.L™" (hexano); >200 g.L™

Solubilidade (diclorometano); 100 - 200 (2-propanol) e 50 -
100 g.L™ (tolueno)

Constante de Henry (Kp) 5,94x10°

Coeficiente de difusdo (ar) 0,0425 cm?.s™

Coeficiente de difusdo (H,0)  4,166x10° cm?.s™

'Constante &cida; “Coeficiente de particdo octanol/agua

Scheyer et al. (2006) relataram ainda que a presenga de biocidas em agua
da chuva ocorrem temporalmente préximo ao evento da aplicagcdo. Portanto, as
condicdes ambientais no momento da aplicacdo do TBZ é um fator importante a ser
considerado devido a possibilidade de perda deste ia (ingrediente ativo) por

volatilizacao.
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A relativa persisténcia em solo e a solubilidade em &agua (32 mg.L™)
parecem ser as caracteristicas determinantes nos trabalhos que relatam a
contaminagao da agua superficial e subterranea pelo TBZ (Caldas et al., 2010; Silva
et al., 2011). Segundo estes autores, os dados comprovam o alto potencial de

lixiviagdo do TBZ.
1.6 Cinética de liberagao

O comportamento de liberagao (Figura 6) a partir de um sistema de liberagao
controlada (CRS) pode ser geralmente classificado em trés tipos: (1) liberagdo de
ordem zero, onde a razao de liberacdo permanece constante até que a quantidade
do ingrediente ativo na matriz carreadora seja muito baixa, (2) liberagdo de primeira
ordem, onde a razao de liberagédo é proporcional a quantidade de ingrediente ativo
na matriz e decresce exponencialmente com o tempo e (3) liberagéo “raiz quadrada
do tempo” (square-root-of-time), onde a razao de liberagao € linear com o reciproco

da raiz quadrada do tempo (Baker, 1986).

Ordem zero

L

Razao de liberacao

.
.
.
.
‘e
»
""""
"l

Tempo

Figura 6. Diferentes mecanismos de liberagdo de ingrediente ativo a partir de

sistemas de liberagéo controlada. Adaptado de Baker (1986).
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Na maioria dos casos, a razdo de liberagdo de um biocida formulado
convencionalmente segue a cinética de primeira ordem (Markus e Linder, 2005).
Apds uma unica aplicagao, o tempo em que a concentracao do biocida € mantida a

um nivel minimo efetivo e dada por:

t, = (kir) ln(lz\% Eq. (2)

onde M, é o nivel efetivo minimo, M. & a quantidade do ingrediente aplicado
inicialmente e k, € uma constante - a razdo de remogdo. Segue-se que para um
aumento na duracio da efetividade de acio do biocida aplicado convencionalmente,
uma quantidade exponencialmente do biocida €& requerido. Entretanto, se a
concentragdo de biocida for mantida a um nivel de efetividade constante pelo
suprimento constante proveniente de sistemas de liberagdo controlada, entdo um
desempenho 6timo do biocida pode ser alcangado, e neste caso, a duragao ty da

acao do biocida sera dada por:

to = (Mo — Me)kq(M,) Eq. (3)

onde ky; € a constante da razdo da liberagdo de biocida a partir do dispositivo de
liberagdo controlada, sendo geralmente utilizadas para esta finalidade as

microparticulas, as microcapsulas e as nanoestruturas (Kydonieus, 1980).

Um modelo entre a concentragdo de aplicacdo e a duragdo da agao do
biocida numa cultura é mostrado na Figura 7, tanto para uma formulagao
convencional como para a formulagdo baseada no CRS. A area entre as duas
curvas representa a quantidade de biocida que € perdido ou desperdi¢ado durante a
aplicagao do biocida. Observa-se que para curtos periodos de tempo, a formulagao
convencional é adequada, porém a sua eficiéncia decresce com o tempo e é
necessario que haja mais aplicagbes para que o nivel de concentragdo do

ingrediente ativo esteja numa faixa adequada.
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Sistema convencional

Pesticida disperdicado

CRS

Nivel de aplicagao do biocida (massa/area)

Tempo

Figura 7. Relacdo entre o nivel de aplicacdo e a duragdo da agdo para a
formulacédo convencional e a formulagéo via sistema de liberagao controlada (CRS).
Adaptado de Kydonieus (1980).

Segundo Lee e Good (1987), dependendo do modo de aplicagdo o
mecanismo de liberacdo a partir das microparticulas/microcapsulas pode ser
explicado como: (1) quimicamente controlado, quando a liberagdo ocorre a partir da
bioerosdo ou do conjugado pesticida-polimero; (2) controlada por difusédo, onde a
liberagdo ocorre a partir do sistema membrana-reservatério (solugao-difusdo e
bombeamento osmotico) ou sistemas de matrizes (difusdo de matriz, erosdo do
polimero, intumescimento do polimero, geometria e distribui¢cdo).

Ao estudarem a degradacdo do TBZ em trés diferentes solos utilizando
moléculas marcadas ('*C), Mosquera et al. (2010) observaram que a cinética de
degradacao do TBZ seguiu a razdo de primeira ordem (R2>0,899) com valores de

meia-vida (t12) variando entre 158 e 198 dias.
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1.7 Modelos cinéticos de liberagao controlada

Devido ao fato de que as mudancgas qualitativas e quantitativas em uma
formulacao podem alterar a forma de liberagdo do principio ativo e o desempenho in
vivo, 0 uso de experimento in vitro e de modelos de dissolucao e liberacdo de

principios ativos tem sido amplamente utilizados.

Existem varios modelos cinéticos que podem ser utilizados para descrever o
comportamento da liberagcdo de drogas a partir de matrizes de liberagdo controlada
(Siepmann e Peppas, 2001; Lopes et al., 2005; Shoaib et al., 2006; Dash et al.,
2010). Os métodos de investigacdo da cinética de liberagdo de ingredientes ativos
podem ser classificados em trés categorias: métodos estatisticos, métodos
baseados em modelos e métodos independentes de modelos. Neste trabalho
abordaremos os métodos que se baseiam em modelos para descrever 0 processo

de liberacao controlada.

Segundo Dash et al. (2010), os métodos baseados em modelos possuem
diferentes fungdes matematicas cujo objetivo € descrever o perfil de dissolugao do
ingrediente ativo. Assim, uma vez que um modelo & selecionado, o perfil de
liberacdo é avaliado de acordo com os parametros descritos pelo modelo. Os
principais modelos que derivam de modelos sao: Zero ordem, Primeira Ordem,
Higuchi, Hixson-Crowell, Korsmeyer-peppas, Baker-Lonsdale, Weilbull, Hopfenberg,

Gompertz e modelos de regressao.
1.7.1 Ordem zero

A dissolugao de ingredientes ativos cuja liberagdo ocorre lentamente pode

ser representada pela equac3o:

Q: = Qo + kot Eq. (4)

onde Q; é a quantidade de ingrediente ativo dissolvido na solu¢gdo no tempo t, Qo € a
quantidade inicial do ingrediente na solugdo, sendo geralmente igual a zero e ko € a
constante do modelo de liberagdo de ordem zero cuja unidade é dada pela
concentragao/tempo. Para estudar a cinética de liberagdo, os dados obtidos nos
experimentos de liberagdo controlada in vitro sdo relacionados como a quantidade

acumulada versus o tempo (Dash et al., 2010).
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1.7.2 Primeira ordem

A liberacdo de ingredientes ativos que seguem o mecanismo de primeira

ordem pode ser expressa pela equacgao:

ac
? = _kc Eq. (5)

onde k; € a constante de primeira ordem do modelo e expresso em unidade de

tempo. O rearranjo dessa equacao (linearizagao) permite obter a equagao:
LogC = LogC, — kt/2,303 Eq. (6)

onde Cp € a concentragao inicial do ingrediente ativo, k é a constante de primeira
ordem e t é o tempo. Os dados sao plotados como o logaritmo do percentual relativo
de ingrediente remanescente versus o tempo. Neste caso, sera observada uma linha

(reta) com um coeficiente angular igual a —k/2,303.
1.7.3 Modelo de Higuchi

Este foi o primeiro exemplo de modelo matematico cujo objetivo era
descrever a liberacdo de ingrediente ativo a partir de um sistema matricial e foi
proposto por Higuchi em 1961 (Higuchi, 1961). Este modelo € baseado na hipotese
de que (1) a concentragdo inicial do ingrediente ativo é muito maior que a
solubilidade deste no meio utilizado; (2) a difusdo do principio ativo ocorre e
somente uma dimensao (outros efeitos sao negligenciaveis); (3) as particulas
encapsuladas sdo muitos menores que a espessura do sistema; (4) o inchamento e
dissolugdo da matriz sdo negligenciaveis; e (5) a difusibilidade do ingrediente ativo é
constante. A forma simplificada do Modelo de Higuchi é:

Q = kh X tl/z Eq (7)

onde Q é a quantidade do ingrediente ativo liberado no tempo t por unidade de area,
kn é a constante de dissolugdo de Higuchi. Para obtengdo dos dados de acordo com
o modelo de Higuchi, o percentual acumulado da droga liberada deve ser plotada

versus a raiz quadrada do tempo.
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1.7.4 Modelo de Korsmeyer-Peppas

Este € um modelo semi-empirico que deriva de uma simples relacdo que
descreve a liberacéo do principio ativo a partir de um sistema polimérico (Korsmeyer
et al., 1983). Para encontrar o mecanismo de liberagéo, os dados iniciais até 60% do

total liberagdo devem ser utilizados no modelo de Korsmeyer-Peppas:
— = kt" Eq. (8)

onde a fracdo Mi/M., é a fragado de ingrediente liberado no tempo t, k € a constante
de liberagao e n é o expoente de liberagdo. O valor de n é utilizado para caracterizar
o0 mecanismo de liberacdo do ingrediente ativo (Costa e Sousa Lobo, 2001). Na
Tabela 2 séo relacionados os diferentes valores do expoente de liberagdo (n) e o

mecanismo de transporte relacionado.

Tabela 2. Interpretagdo do mecanismo de liberagao difusional (Adaptado de Costa e
Sousa Lobo (2001).

Expoente de liberagao (n) Mecanismo de transporte
0,5 Difuséo Fickiana
0,5<n<1,0 Transporte anémalo
1,0 Transporte caso Il

>1,0 Transporte super caso |l
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1. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo sintetizar microparticulas de EC,
investigar a influéncia de alguns fatores sobre o processo de produgédo dessas
particulas e estudar sua utilizacdo como matriz para a encapsulagdo do fungicida
TBZ. O estudo, em fungao de suas metas, comporta diversos objetivos especificos,

que podem ser resumidos em:

| — Sintetizar as microparticulas de EC pelo método de inversdo de fase

seguido pela retirada do solvente organico por presséo reduzida;

Il — Caracterizar morfologicamente as microparticulas obtidas por intermédio

da técnica de microscopia eletrénica de varredura de alta resolugdo (MEV-FEG)

lll — Encapsular o fungicida TBZ e estudar suas interagdes, se houver, com a
matriz polimérica por meio de analises por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), Raman, Difracdo de Raios-X e analise térmica (TG
e DTA);

IV — Realizar o estudo tedrico da molécula de TBZ;

V - Investigar as propriedades e cinética de liberacdo do TBZ das

microparticulas sintetizadas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e solugoes

Foi utilizado neste trabalho como surfactante o monolaurato de polioxietileno
sorbitano 20 (MLPS, CAS 9005-64-5) comercialmente conhecido como Tween® 20
adquirido da Sigma-Aldrich. Para a sintese da matriz foi utilizado o polimero EC 22k
cps (Sigma-Aldrich) e tolueno UV/HPLC Ultimar (Mallinckrodt). O TBZ grau técnico
com pureza nominal de 96,4% foi fornecida pela Milénia Agrociéncias SA e foi

utilizada como recebida, sem purificacdo posterior.

A agua ultrapura utilizada nos experimentos foi obtida pelo sistema Direct-Q
UV Millipore. Acetonitrila Chromar e Metanol Anidro Chromar ambos da marca
Macron foram utilizados nas analises por cromatografia liquida. Para a limpeza das
vidrarias foi utilizada acetona comercial marca Synth, alcool etilico comercial 96 GL
marca Synth e Extran Alcalino marca Merk. Outros reagentes: Cloreto de Sddio,
NaCl ACS 99,0% (Sigma Aldrich) utilizado no experimento de determinacdo do

ponto de inversao de fase.

Devido as dificuldades experimentais de utilizar solugdes de EC dada a
elevada viscosidade em meio orgénico, todas as solugdes e calculos envolvendo as
solucdes deste polimero foram expressos em relagcdo massa/massa. Assim, foram
utilizadas nas sinteses de microparticulas duas solugées de EC em tolueno, 4 e 8%
m/m respectivamente. Como exemplo, em 1,0 g da solu¢do de EC 4% (m/m) contém

nominalmente 40 mg deste polimero.

No inicio de cada experimento foi determinada a concentragdo de EC via
método gravimétrico (pesagem, evaporagdao completa do solvente e determinagao
da massa restante), pois a concentragdo varia em fungdo do tempo devido a

utilizagao de solvente organico.
2.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados na sintese das microparticulas foram
um Homogeneizador Ultra Turrax T18 Basic, uma Bomba peristaltica mod Perimax

12 Fab. Spetec, um Agitador magnético Fisatom modelo 752, sistema de evaporador
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rotativo IKA. A descricdo dos equipamentos de caracterizacdo e as condigdes

experimentais sao descritos separadamente.
2.3 Sintese das microparticulas
2.3.1 Determinacgao ponto de inversao de fase

Para determinar a quantidade minima de agua necessaria para que ocorra a
inversao de fase da emulsdo constituida por EC, MLPS, agua e tolueno, 60 mL de
uma solugdo de NaCl 10 mmol.L”" foram adicionados gota-a-gota a 16 g de uma
solucdo de EC 4% (m/m, solvente tolueno) e 4,0 g de MLPS. A solugéo foi mantida
continuamente sob agitacdo magnética e as medidas de condutividade elétrica
foram feitas num condutivimetro de bancada (GEHAKA Mod. CG1800) a cada

adicao de 1,0 mL de solucéo salina.
2.3.2 Avaliagao do efeito da concentragao de MLPS

O efeito da concentracédo de MLPS na sintese das microparticulas de EC foi
determinado variando-se a concentragdo do surfactante entre 0,5 e 5% (m/m). A
massa de EC foi de 160 mg e o volume de agua foi de 15 mL. O procedimento

experimental esta descrito no subitem 2.3.3.
2.3.3 Método experimental de sintese das microparticulas de EC

Para a sintese das microparticulas de EC foi utilizado o principio
apresentado por Spernarth e Magdassi (2007), a inversdo de fase a temperatura
constante. Foram realizados testes experimentais preliminares para determinar a
quantidade minima de surfactante necessario para a formacdo das emulsdes de
etilcelulose e a quantidade de agua necessaria para ocorrer a inversao de fase.
ApOs estes testes, apresentados na discussdo, um roteiro de sintese foi formulado.

Assim, em 4,0 g da solugdo de EC s&o adicionados 0,8 ou 1,6 g do
surfactante monolaurato de polioxietileno sorbitano (MLPS). A mistura é
homogeneizada em agitador magnético durante todo o processo de sintese. S&o
adicionados 15 mL de agua ultrapura num fluxo de 0,5 ml.min” utilizando uma
bomba peristaltica seguida de 2 ou 4 minutos de homogeneizagdo de alta

velocidade. A retirada do solvente é feita em evaporador rotativo com banho
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termostatizado em 35 °C sob pressdo reduzida, 250 mBar até que a solugao
apresente as caracteristicas que indique a retirada completa do solvente orgéanico
utilizado (tolueno), restando apenas a suspensao aquosa das particulas. A seguir, a
amostra é centrifugada a 11.000 rpm (15.500xg) por 30 minutos em centrifuga
refrigerada na temperatura de 10 °C.

Apos a centrifugagdo, a solugdo aquosa € descartada e 15 mL de agua
ultrapura sao adicionados a amostra e suspendida utilizando um agitador tipo vortex
até que nao haja material no fundo do tubo tipo Falcon. A suspensédo é novamente
centrifugada conforme procedimento descrito acima. As microparticulas obtidas sao
secas em dessecador a temperatura de 25 °C até massa constante. Na Figura 8 é

apresentado o fluxograma da sintese das microparticulas de etilcelulose.

Pesar 4 g da solugao de E (4 ou 8%
m/m) em tolueno

[ 0,8 ou 1,6 gdeMLPS
| 15 mL de H.O ultra pura

Emulsao

[ Homog. de alta velocidade (10k-22k rpm)
|_ Evaporador rotativo (250 mBar)

Suspensao

[Centrifugagéo (30 min, 10 °C
Le 15.500%g; Lavar com 15 mL agua.

Microparticulas em pé

Figura 8. Fluxograma do processo de sintese de microparticulas de EC.

2.3.4 Planejamento Experimental 2*

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos principais parametros de sintese
sobre a formacdo das microparticulas foi realizado um planejamento experimental 2*
onde os fatores avaliados foram: a concentracao do polimero EC, a concentragédo do
surfactante MLPS, a velocidade de homogeneizacao de alta velocidade e o tempo

desta homogeneizagao. Cada fator foi avaliado em dois niveis, sendo um inferior e
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outro superior, conforme apresentado na Tabela 3. A sintese das microparticulas foi
realizada conforme descrito no subitem 2.3.

Tabela 3. Parametros de sintese de microparticulas de EC avaliados no
planejamento experimental 2*. A razdo R indica a relacdo massica entre o

surfactante MLPS e a matriz polimérica utilizada (msus/Mec).

Fatores Sigla Nivel (-) Nivel (+)
Etilcelulose EC 4,0% m/m 8,0% m/m
Surfactante MLPS 5R (0,8 g) 10R (1,60 g)
Veloc. Homog. % 10.000 rpm 22.000 rpm
Tempo de homogeneizagéo t 2 min 4 min

Tabela 4. Planejamento experimental 2* da sintese de microparticulas de EC pelo

meétodo de inversao de fase a temperatura constante.

Experimento EC MLPS \ t
PE1 - - - -
PE2 + - - -
PE3 - + - -
PE4 + + - -
PES - - + -
PEG6 + - + -
PE7 - + + -
PES8 + + + -
PE9 - - - +
PE10 + - - +
PE11 - + - +
PE12 + + - +
PE13 - - + +
PE14 + - + +
PE15 - + + +
PE 16 + + + +
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As respostas avaliadas no planejamento experimental 2* (Tabela 4) foram a
distribuicdo por tamanho das particulas obtidas e o rendimento de cada
experimento. Os resultados foram avaliados para verificar as tendéncias e

interacoes entre os fatores e as respostas obtidas.

2.4 Encapsulagao do TBZ
2.4.1 Sintese a partir das condi¢gées da amostra PE-7

Foi feita a sintese de microparticulas e encapsulacdo do TBZ a partir das
condigbes experimentais aplicadas no planejamento experimental para a amostra
PE-7. Assim, em 2 g da solugéfo de EC 8% (m/m) foram adicionados
aproximadamente 1,0 g de solugédo de TBZ (6,05% m/m) e 1,6 g do surfactante
MLPS seguida da adicdo continua de 15 mL de agua ultrapura a um fluxo de 0,5
ml.min™ e 2 minutos de homogeneizagdo de alta velocidade a 10.000 rpm. Os

demais procedimentos sao descritos no subitem 2.3.3.

Para determinacado da quantidade de TBZ nas microparticulas sintetizadas de
acordo como os paréametros PE-7 10 mg das microparticulas secas foram
dissolvidas em tolueno num bal&o volumétrico de 50 mL e o volume final foi aferido
com este solvente. 985 pL desta solugao foram adicionados num vial cromatografico
de 1,5 mL e adicionou-se 15 pL do padrao interno, fenantreno 10,4 uL.mL. A solugao
resultante foi analisada por cromatografia a gas e a concentracdo de TBZ
encontrada na solugédo foi determinada e utilizada para calcular a eficiéncia de

encapsulacao.

2.4.2 Sintese a partir das condicoes da amostra PE-14 de
determinagao do TBZ via DLLME

Para a sintese das microparticulas e encapsulagdo do TBZ a partir das
condigbes experimentais aplicadas no planejamento experimental para a amostra
PE-14 foram pesados 4 g da solugédo de EC 8% ao qual foram adicionados 0, 25, 50,
100 e 200 mg de TBZ e 0,8 g do surfactante MLPS seguida da adigdo continua de
15 mL de agua ultrapura a um fluxo de 0,5 mL.min™" e 4 minutos de homogeneizagao
de alta velocidade a 22.000 rpm. Os demais procedimentos de sintese sao descritos

no subitem 2.3.3.
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A quantidade de TBZ encapsulado foi determinado pela diferenca entre a
massa deste biocida utilizada na sintese e aquele presente nas aguas da sintese e
centrifugagdo. Assim, devido a necessidade de analisar o TBZ em agua foi
desenvolvido um método de extragao e pré-concentracdo de amostras utilizando o
principio da Microextragédo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME) descrito inicialmente

por Rezaee et al. (2006), sendo implementadas as modificagdes necessarias.

Para determinagdao da quantidade de TBZ nas microparticulas sintetizadas
de acordo como os parametros PE-14 foram determinadas as concentragdes de TBZ
nas amostras da agua de sintese e lavagem dissolvendo 50 yL em 1000 pL de agua
ultrapura. 100 yL da amostra diluida sdo adicionados em um tubo de ensaio de 12
mL ao qual sdo adicionados 4.900 yL de uma solug¢do de NaCl 10% m/m. Em
seguida, 750 pL de acetonitrila (dispersor) e 150 pL de tolueno sao adicionados ao
tudo de ensaio. O tudo é adequadamente tampado e a solugédo é agitada em voértex
por 30 segundos. A amostra dispersa € centrifugada por 6 minutos a 5.000 rpm
numa centrifuga refrigerada, cuja temperatura foi mantida a 20 °C. Apéds a
centrifugagédo, uma aliquota de 100 pL é coletada adicionada um insert de volume
adequado e adaptado a um vial para posterior analise cromatografica. 15 yL da
solucdo de padrdo interno, d-fenantreno (C = 10,42 pg.mL™"), foram adicionados no

insert.

Foram feitos padrbées nas concentracoées 0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5
e 10,0 pg.mL'1 que passaram pelo mesmo procedimento das amostras. Esta curva
analitica apresentou r? = 0,9849 e a equacdo de reta foi y = 0,93423(+0,04085)x —
0,09179(£0,08978). Com base na equagao de calibragdo obtida, o TBZ nas

amostras de agua foi quantificado de acordo com a equacao:

_ (ArBz _ 1\ CpPI
Criz = (22— b) 2 Eq. (9)
onde Ccrz = concentracdo de tebuconazole na amostra (ug.mL™"), Argz = area do
pico cromatografico do TBZ, Ap = area do pico cromatografico do padrao interno d-
fenantreno, Cp = concentracdo do padrdo interno (ug.mL’), m é o coeficiente

angular e b o coeficiente linear da equagao de calibragéo.
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2.4.3 Testes de liberagao in vitro

O teste de liberacdo do TBZ foi realizado para as amostras EEC25 (25 mg
de TBZ), EEC50 (50 mg de TBZ), EEC100 (100 mg de TBZ) e EEC200 (200 mg de
TBZ). Na Tabela 5 sido apresentadas as quantidades das microparticulas, os
volumes de agua (pH 6,5 -7,0) e as massas do conservante (benzoato de sédio)
utilizado para evitar a degradagéo quimica e/ou microbiolégica do TBZ. A quantidade
de benzoato de sddio adicionado seguiu a proporgdo de 1,67 (Mpenzoato/Mpartic.)-
Foram coletadas amostras no intervalo de tempo 0, 10 e 30 minutos e 1, 2, 4, 12, 24,
72, 144 e 288 horas. O TBZ nas amostras coletadas foi determinado conforme
métodos DLLME descrito anteriormente.

Tabela 5. Quantidades reagentes utilizados no experimento de liberagdo do TBZ.

Amostra Mpartic.(mg) VH20 (mL) Mbenzoato g)

EEC25 291,5 150 486,5
EEC50 239,6 150 403,4
EEC100 316,6 150 520,6
EEC200 233,4 150 391,2

2.4.4 Solugao padrao estoque de TBZ e curva de calibragao

Em balanga analitica aferida foram pesados 10,6 mg de TBZ 99,6% (Sigma
Aldrich). Esta massa foi dissolvida em tolueno e quantitativamente transferida para
um baldo volumétrico de 100 mL e aferido o volume. Entdo, com o auxilio de uma
micropipeta, 1,0 mL da solucédo previamente descrita foi transferido para um baléo
volumétrico de 10 mL e o volume aferido com tolueno. A solucédo estoque e diluida

de TBZ tém concentragdo de 105,6 ug.mL™ e 10,56 ug.mL™, respectivamente.

Uma curva analitica foi construida para determinar a quantidade de TBZ nas
particulas. As concentracbes em triplicata foram: 0,0 pg.mL'1, 0,25 pg.mL'1, 0,50
pg.mL", 1,0 pg.mL™", 2,5 pg.mL™, 5,0 pyg.mL™, 7,5 ug.mL™ e 10,0 pg.mL™". Foram
adicionados em cada vial um volume de 0,15 pL de fenantreno deuterado na

concentragdo de 10,4 pg.mL™.



44

2.4.5 Solugao de TBZ grau técnico

Foi preparada uma solugdo de TBZ grau técnico (96,1% de pureza) na
concentragdo de 6,05% m/m pela dissolugao de 3,1209 g do TBZ em tolueno. A
massa final de tolueno + TBZ foi de 51,5651 g. Considerando a pureza nominal do
TBZ grau técnico como 96,1%, a concentragdo calculada para a solugédo foi de
5,8163% m/m. Assim, tem-se uma concentragdo de TBZ de 58,163 mgraz/Jsoluczo-

2.5 Analises cromatograficas

Para a analise do TBZ foi utilizado um cromatégrafo a gas modelo HP 6890
com injetor automatico acoplado a um espectrobmetro de massa modelo HP 5973,
equipado com coluna HP 19091-433 com fase HP-5 (5% de fenil metil siloxano, 30,0
m x 250 pm d.i. x 0,25 ym de espessura do filme). Foi utilizada a seguinte
programacgao otimizada de temperatura do forno: temperatura inicial de 110°C
mantida por 2,5 min, em seguida rampa de 20 °C min™ até 175 °C mantida por 6
min, e rampa de 20 °C min™" até 280 °C e mantida por 2 min.

O volume de injecéo foi de 1,0 yL modo Splitless, fluxo do gas de arraste
(He, pureza 99,9999%) igual a 1,0 mL min™', ionizagdo por impacto eletrdnico de
70 eV, temperatura da fonte de ionizacao de 230 °C, do quadrupolo de 150 °C, da
linha de transferéncia de 150 °C e do injetor de 250 °C. O método do padré&o interno
foi utilizado para a quantificagdo em modo monitoramento de ion selecionado (SIM),
sendo o ion principal (250) utilizado para a quantificagdo e os ions secundarios para
a identificagao (125 e 252).

Foi utilizado o Fenantreno deuterado (fen-d10, Figura 9) como padrao interno
nas analises cromatograficas, sendo monitorados os ions 184,10 (principal), 188,10

e 189,10, quando utilizado o método SIM.
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D

Figura 9. Formula estrutural do fenantreno deuterado utilizado como padr&o interno
na analise do TBZ via cromatografia a gas com detector de espectrometria de

massas. D = deutério.

2.6 Caracterizagao das microparticulas
2.6.1 FEG-MEV

A técnica de microscopia eletrbnica possibilita o estudo detalhado das
caracteristicas morfolégicas dos materiais como a forma, a homogeneidade de
superficie e a presenga de defeitos macroscépicos. As fotomicrografias das
particulas foram obtidas num Microscopio de Varredura de Alta Resolucédo (FEG-
MEV) Modelo 7500F, Marca JEOL e foi o operado numa tensao de aceleragéo de 2

kV durante as varreduras.
2.6.2 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TG) registra variagdo da massa da amostra em
funcdo da temperatura ou em funcdo do tempo de analise. Neste trabalho foi
utilizado um analisador térmico Shimadzu DTG-60H para realizar as analises. As
condigdes experimentais foram: 6-8 mg de amostra sob fluxo de ar a 100 mL.min™",
taxa de aquecimento de 20 °C min™' e variacdo da temperatura de 50 a 800 °C. Nos

experimentos foram utilizados somente cadinhos de alumina.

Simultaneamente a analise TG foi realizada a analise térmica diferencial

(DTA). A DTA é uma técnica onde a diferengca de temperatura entre a amostra e a
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referéncia é analisada, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacgao
controlada de temperatura. Com a curva DTA é possivel identificar a temperatura
onde ocorrem os eventos exotérmicos ou endotérmicos observados numa corrida
térmica. A partir destas informagdes € possivel fazer inferéncias sobre as

caracteristicas das reacdes ou transformagdes que o material analisado apresenta.

2.6.3 Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho:

Transmitancia e Reflectancia Total Atenuada (ATR)

A técnica de espectroscopia de Absorcdo na regidao do infravermelho é
baseada na absorgao, reflexdo e emissdo de luz (SASIC, 2008) sendo amplamente
utilizada para identificar a estrutura dos compostos com base nas frequéncias
vibracionais das moléculas. A absor¢ao da luz incidente é devida aos movimentos
de torg¢ao, deformacéo, rotagdo e vibragdo dos atomos numa molécula e geram as

chamadas bandas absorg¢éao.

Para obter as caracterizagbes na regido do infravermelho das
microparticulas, as amostras foram trituradas em almofariz de Agata como o objetivo
de se tornarem mais finas e homogéneas. Em seguida, as microparticulas foram
misturadas ao brometo de potassio (KBr). O KBr foi previamente seco em estufa a
100°C e acondicionado em dessecador de vidro até o momento do uso. Os
espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram obtidas espectrémetro
Shimadzu IRAffinity-1S FTIR com faixa de trabalho entre 350 e 4700 cm™', resolucéo

de 4 cm™ e 20 varreduras.

A técnica de caracterizagao de solidos por infravermelho é facilitada pelo uso
de um acessorio de cristal que possibilita a medida via Reflectancia Total Atenuada
(ATR). A amostra fica em contato com um cristal de ZnSe que apresenta alto indice
de refragcédo (>2) na banda do IR. O feixe incidente se propaga no cristal por meio do
fendmeno de reflexdo até sair na extremidade oposta. O feixe de IR penetra numa
pequena profundidade na amostra e se esta absorver sera detectado a sua
atenuacgao. Os espectros de FT-IR ATR foram obtidas num espectrémetro Nicolet
iS5 FT-IR da Thermo Scientific™ com o acessorio ATR iD Foundation com cristal de
ZnSe. A coleta do espectro foi realizada na regido entre 650 e 4000 cm™ com
resolugdo de 4 cm™ e 16 varreduras usando um laser de frequéncia 15.798,0 cm™.
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2.6.4 Espectroscopia FT-Raman

Esta técnica consiste de caracterizacdo de materiais ao utilizar
espalhamento inelastico dos fétons de um laser por moléculas da amostra. O
resultado deste fenbmeno € a alteragdo da frequéncia e energia da luz espalhada, o
que permite identificar as estruturas moleculares por meio de seus modos
vibracionais (SASIC, 2008). Segundo Larkin (2011), a espectroscopia Raman pode
ser utilizada como técnica complementar a espectroscopia de infravermelho. Além
disso, a reprodutibilidade dos espectros obtidos e a possibilidade de uso de agua
como solvente garante a eficiéncia e versatilidade deste método de caracterizacéo.
Os espectros de Micro Raman por Transformada de Fourier (FT-Raman) foram
obtidos utilizando um espectrofotometro FT-Raman, da marca Bruker, modelo
RFS/100/S, usando um laser de Nd: YAG de 60 mW e comprimento de onda de
1064 nm, com precisdo nas frequéncias dos modos em torno de 4 cm™, na regigo de
0 a 3500 cm’

2.6.5 Difragao de RX

A difracdo de RX por uma amostra fornece informacdes sobre a estrutura do
material analisado uma vez que o padrao do difratograma é caracteristica de cada
amostra. Em estudos de encapsulagcdo, um dado importante a ser obtido pelo uso
desta técnica refere-se a caracterizagdo da amostra quanto a presenca de fase
cristalina ou a auséncia de padrdes de difragdo quando tratar-se material amorfo. Os
dados de difragdo de raios-x (XRD) neste trabalho foram obtidos num difratdmetro
Bruker modelo AXS D8 Advanced usando radiagdo CuK, (k=1,5418 A), 40 mA e 40
kV, varredura continua em 26 de 10° a 80° com velocidade de coleta de 0,5° min™.

2.7 Estudo computacional da molécula de tebuconazole

Foi realizado um estudo computacional preliminar da molécula de
tebuconazole utilizando o programa Gaussian EM64L-G09RevA.02 para auxiliar na
identificacdo das bandas vibracionais de infravermelho e do espalhamento Raman.
Foi realizada a otimizacdo da estrutura do tebuconazole utilizando o método de
calculo RB3LYP 6-311++G(d,p).
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Devido ao fato que praticamente toda a dindmica molecular usual esta
relacionada com a distribuicdo eletrénica, o estudo desta caracteristica pode
fornecer informacdes relevantes que faciltem o entendimento da interacdo das
moléculas entre si, a sua solubilidade, eletronegatividade, momentos de dipolo
molecular, polarizabilidade, acidez, reatividade, interagdo com a estrutura do

polimero utilizado no processo de sintese de microparticulas, etc.
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3.1 Determinagao do ponto de inversao de fase

Na Figura 10 é apresentada a variagdo da condutividade elétrica durante a

adicdo de solugcdo aquosa de NaCl 10 mmol.L". A condutividade da solugéo
EC+MLPS é incialmente nula e, ao ser adicionada H,O+NaCl o seu valor aumenta

com a adi¢ao de solugao salina.
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Figura 10. Determinagédo do ponto de inversdo de fase de uma solugdo (w—o para

o—w). NaCl 10 mmol.L™

Na regido a da Figura 10 ha a presenca apenas de micelas invertidas. A

partir da adicdo de H,O observa-se o aumento da condutividade elétrica da solugao

(regido b), o que indica a formacao de emulsdo w—o. Esta regido caracterizando-se

pela conversao das micelas inversas presentes em uma emulsio, onde a parte polar

da molécula do surfactante ocupa a regido interna e a externa é preenchida pelas

estruturas hidrofébicas, aquelas que possuem maior interagdo com 0 meio organico

da solucéo.
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Na regido c, a emulsdo w—o apresenta pequena elevagao da condutividade
elétrica devido ao incremento de agua e deslocamento do equilibrio no sentido da
inversao da fase continua de w—o para o—w. A cada adi¢gao de agua, o equilibrio é
perturbado e, dependendo da quantidade deste solvente, ocorrera a inversdo de
fase w—o para o—w (a letra o representa a fase 6leo e letra w representa a fase

aquosa).

O ponto onde ocorre a inflexdo nos valores de condutividade elétrica de uma
solugdo versus a quantidade de agua salinizada adicionada representa o ponto de
inversao de fase, ou seja, a quantidade minima percentual de agua que o sistema
deve conter para que ocorra a inversao de fase. Neste experimento foi encontrado o

valor de aproximadamente 45% (m/m) de agua.

A predominancia da fase organica nas primeiras adi¢ées de solugao salina e
a capacidade da solugcado de emulsionar-se com a presenga da agua faz com que a
condutividade varie menos intensamente até o momento anterior a inversao de fase.
A partir do ponto de inversdao de fase, a agua e o NaCl passam a compor
predominantemente a fase continua e ocorre a formagao de emulsdo o—w (regiao
d). Este fenbmeno faz com que a condutividade elétrica da solugdo aumente
abruptamente até atingir o limite maximo da solugcéo de NaCl 10 mmol.L™" que foi em

torno de 3.000 pS.cm'1, regiao e, para as condi¢cdes experimentais adotadas.

Nos experimentos de sintese de microparticulas obtidas neste trabalho foi
utilizada uma média de 76% m/m de agua. Observe que o valor 45% obtido no

experimento de condutividade refere-se a quantidade minima.
3.2 Inversao de fase e o efeito da concentragao de MLPS

Para o estudo do efeito da concentracdo de MLPS na sintese de
microparticulas de EC foi montado o experimento conforme apresentado na Tabela
6. Foram realizadas seis sinteses onde o teor de MLPS variou entre 0,5 e 5,0% m/m
em relagdo a massa final da solugédo apds a sintese. O volume de agua utilizada foi
determinado conforme dados obtidos no experimento de determinacédo do ponto de

inversao de fase.
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Tabela 6. Efeito da concentragdo de MLPS sobre a formacao de emulsao de EC.

Amostra %MLPS mgo . eca%(9) Vio (ML) %Rend Observagoes
EC1 0,5 4,211 15,0 - Separacgao das fases
EC2 1,0 4,013 15,0 - Separacgao das fases
EC3 2,0 4,517 15,0 - Flocos +++
EC4 3,0 4,057 15,0 93,7 Flocos +
EC5 4.0 4,014 15,0 58,3 emulsao
EC6 5,0 4,058 15,0 23,9 emulsao

+ = poucos

+++ = muitos

Para as amostras com teores de MLPS iguais a 0,5 e 1,0% houve a

separagao das fases durante a adigdo da solugao aquosa de NaCl 10 mM devido a

quantidade insuficiente de surfactante. Nesta, a emulsdo tornou-se instavel e as

fases separam-se. A separacao das fases para a amostra EC1 ocorreu no momento

da sintese e para a amostra EC2 durante a retirada do solvente no evaporador

rotativo.

Figura 11. Formagdo de floco de EC (a) devido a quantidade insuficiente de

surfactante para a formacao de microparticulas via emulsdo e (b) Fotomicrografia

das microparticulas da Amostra EC2.
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Na Figura 11 é apresentada a aparéncia final da amostra EC1 onde houve a
separagao de fases. A baixa concentracdo de MLPS nesta amostra teve como
consequéncia a formacgao de poucas particulas. A formagao de flocos (Figura 11a) é
tipico de solugdes onde a separagdo de fases ocorreu. Na Figura 11b pode ser
visualidado a formacdo de particulas de etilcelulose na superficie do floco deste

polimero.

As amostras EC3 e EC4 tiveram um comportamento intermediario, pois
apesar de nao ser observada a completa separagao das fases formaram-se flocos
de EC no po obtido. As amostras EC5 e EC6 formaram uma emulsdo de aspecto
leitoso tipico e ndo foram encontrados flocos de EC, indicando que a quantidade de
surfactante foi adequada para as condicbes de sintese adotadas.Os resultados
obtidos indicaram que o teor minimo de MLPS necessario a formacao de emulsao foi
de 4% m/m. O teor de 4% m/m de surfactante é a quantidade minima necessaria

para formar e estabilizar a emulsdo o—w.

Neste experimento pode ser observado o decréscimo no rendimento em
funcao do incremento de MLPS. A curva obtida para os valores de %MLPS entre 3,0
e 5,0% e o seu rendimento apresentou um coeficiente de correlacéo foi r* = 0,99993
0 que demonstra que a perda de massa de EC durante a sintese esta fortemente
correlacionada com a concentragdo do surfactante no meio. Esta perda de material
pode estar relacionada a fatores como a eficiéncia de centrifugacao e a interagao

com a fase aquosa devido a maior presenca de surfactante.
3.3 Planejamento experimental 2*

Os resultados do planejamento experimental 2* foram avaliados quanto ao
rendimento da sintese e a distribuicido das particulas. Os resultados séao
apresentados na Tabela 7. Nesta é apresentado, também, um resumo das
caracteristicas das particulas obtidas no planejamento experimental. O valor N
indica a quantidade de particulas contadas nas fotomicrografias obtidas no
FEG-MEV. Para avaliar quantitativamente a morfologia das microparticulas de EC foi
utilizado o software ImageJ Versao 1.48v 64bit fornecido pela National Institutes of

Health (EUA). Foi determinado o diametro das microparticulas pela relagao entre a
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quantidade de pixels e a barra de escala fornecida na fotomicrografia obtida por

microscopia eletrénica de varredura.

Tabela 7. Rendimento e distribuicdo de particulas de EC obtidas no experimento

fatorial 2%.

Amostra %Rend Niotal dmedio (HM) dp
PE-1 73,99 1.511 0,65 0,43
PE-2 79,45 1.381 0,50 0,43
PE-3 10,07 1.320 0,58 0,55
PE-4 43,12 2.156 1,15 1,38
PE-5 64,82 1.489 0,27 0,08
PE-6 85,83 1.590 0,42 0,24
PE-7 49,44 1.916 0,34 0,14
PE-8 69,28 2.084 0,52 0,28
PE-9 70,28 1.218 0,52 0,31
PE-10 80,32 1.100 0,98 0,96
PE-11 20,58 1.778 0,39 0,19
PE-12 44,62 1.171 1,64 1,86
PE-13 79,78 1.272 0,47 0,28
PE-14 96,59 1.229 0,26 0,13
PE-15 58,14 1.340 0,34 0,20
PE-16 74,01 1.302 0,37 0,22

Niota= Quantidade de particulas contadas nas imagens FEG-MEV
dmedio= didmetro médio das particulas
dp = Desvio padrao do didametro das particulas

O rendimento percentual foi calculado a partir da massa final obtidas para os
16 experimentos do planejamento experimental em comparagdo com massa inicial
de EC utilizada. Houve uma ampla variacdo nos valores de rendimento entre os
experimentos, com variagéo entre 10,07% (PE-03) e 96,59% (PE-14).

O aumento da concentragdo de MLPS na sintese possibilita que sejam
obtidas particulas menores e maior estabilidade da suspensdo. Assim,
consequentemente a uma maior dificuldade de recuperacdo destas particulas e
baixo rendimento de sintese. Na contramao deste, o aumento da massa de EC
utilizada na sintese reduz o efeito da perda de particulas no processo de sintese e
centrifugagao.

Para avaliar a influéncia dos parametros experimentais utilizados na sintese
sobre o percentual de rendimento foram calculados os seus efeitos e interagoes,

sendo os dados obtidos apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Efeitos e interacbes dos pardmetros de sintese sobre o rendimento
percentual das microparticulas de EC.

Parametros Descricao Efeito
A Concentragao de EC +18,26
B Concentragao de MLPS -32,73
C Velocidade de homogeneizagéo +19,43
D Tempo de homogeneizagéo +6,04
AB ] +4,94
AC +0,12
AD -1,57
BC —- Interacdes de 22 ordem +13.,69
BD +0,32
CD +3,75
ABC = -5,46
ABD Interagdes de 32 ordem -1.67
ACD -0,47
BCD -3,39
ABCD } Interacoes de 42 ordem +1,73

Os rendimentos das microparticulas de EC mostraram alta dependéncia dos
parametros avaliados, principalmente quanto ao teor de MLPS cujo efeito calculado
foi de -32,73. Este efeito indica que o aumento na quantidade de surfactante na
solucao esta consistentemente relacionado a reducéo do rendimento da sintese.

Por outro lado, os resultados indicaram ainda que um acréscimo
independente (12 ordem) na concentragdo de EC e velocidade de homogeneizagao
conduziram a um melhor rendimento na sintese. O surfactante é responsavel pela
reducdo da tensdo superficial durante a sintese, o que tem como efeito direto a
obtencao de particulas menores, que estabilizadas pelo excesso de MLPS oferecem
maior resisténcia a separagao por centrifugacao e facilita a perda por lavagem com
agua.

Uma importante interagdo foi observada entre o teor de surfactante e a
velocidade de homogeneizagao (+13,69), o que indica que a combinagao de ambos

0s parametros resultam num aumento do rendimento. O surfactante diminui a tensao
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superficial da emulsdo o—w e em quantidade adequada favorece a formacao de
emulsdo em equilibrio cinético aumentando o rendimento da sintese.

Como esperado, as interagcdes de terceira e quarta ordem foram
insignificantes e foram utilizadas para calcular o erro estimado de 3,04% para as
observacdes dos efeitos. O estudo dessas interagdes € importante quando ha a
possibilidade de aplicacdo em escalas maiores de producdo, pois fornece

informagdes experimentais sobre as tendéncias no processo de sintese.

Os valores do diametro médio das particulas variaram entre 1,64+1,86 um
para a amostra PE-12 (Figura 12) e 0,26+0,13 um para a amostra PE-14 (Figura 13).
Observa-se por estas fotomicrografias que houve consideravel diferenga entre as
amostras, sendo a heterogeneidade do material obtido no experimento PE-12 n&o
permite discernir claramente a morfologia das particulas. A amostra PE-14 apresenta

melhor distribuicdo e morfologia quando comparada contra a amostra PE-12 e

apresentam-se como unidades individuais e distinguiveis entre si.

Figura 12. Fotomicrografia de microparticulas de EC da amostra PE-12 do
experimento fatorial 2*.
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Figura 13. Fotomicrografia de microparticulas de EC da amostra PE-14 do
experimento fatorial 2* em duas escalas diferentes.

No Apéndice 1 sao apresentadas as fotomicrografias obtidas no
planejamento experimental 2*. As imagens revelam a variabilidade morfolégica das
amostras devido a variagdo da concentragdo de EC, MLPS, velocidade de
homogeneizagdo e tempo de homogeneizagdo. A amostra PE-12 foi a que
apresentou a maior heterogeneidade e particulas rompidas.

As particulas de EC seguem a distribuicdo lognormal conforme
exemplificada pela amostra PE-1 (Figura 14). A maior quantidade de particulas
concentra-se em torno de 0,45-0,50 ym (moda), sendo a média da distribuicdo
0,65+0,43 pm. Na Figura 15 pode ser observada que a distribuicdo percentual das
particulas da amostra PE-1 concentra-se entre os diametros 0,25 e 1,25 ym, com
um total de aproximadamente 95% das particulas.
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Figura 14. Distribuicdo das particulas de EC da amostra PE-1 em funcédo do
diametro e numero de particulas.
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Figura 15. Distribuigdo das particulas de EC da amostra PE-1 em fungao do
diametro e numero de particulas.
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Foram calculados os efeitos dos parametros de sintese e a interagdo destes
sobre a morfologia das amostras descritas neste e os resultados s&o apresentados
na Tabela 9. Os efeitos foram calculados a partir dos diametros médios das
particulas obtidas no planejamento experimental. Um valor positivo indica que o
parametro ou interagcdo entre parametros resultam num aumento do didmetro das
particulas. No caso de valores negativos do efeito, entende-se que o parédmetro ou
interacdo dos parametros avaliados conduzem a reducdo do didmetro das

particulas.

Tabela 9. Efeitos e interacbes dos parametros de sintese sobre o diametro médio
(dmedioy das microparticulas de EC obtidas no planejamento experimental 2°.

Parametros Descrigao Efeito
A Concentragao de EC +0,28
B Concentragao de MLPS +0,16
C Velocidade de homogeneizagao -0,43
D Tempo de homogeneizagao +0,07

AB ] +0,22
AC -0,25
AD +0,09
— Interacoes de 22 ordem
BC -0,12
BD -0,03
CD . -0,09
ABC . -0,15
ABD +0,03
— Interacdes de 32 ordem
ACD -0,02
BCD - -0,02

ABCD } Interacdes de 42 ordem +0,02
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A analise dos efeitos obtidos permite concluir que a velocidade de
homogeneizacéo (-0,43) tem efeito predominante sobre os outros parametros e
interagdes estudados. O aumento da velocidade de homogeneizagéo resultara na
reducado do tamanho das particulas.

Para a concentracdo e EC e MLPS os efeitos indicam que um aumento
isolado resultara no aumento do tamanho das particulas. Das interagcdes entre os
parametros estudados a mais importante foi observada entre a concentracdo de EC
e MLPS (BC = -0,12), indicando que o didmetro das particulas tende a serem
menores quando o experimento equacionar corretamente a concentragdo destes
parametros.

A partir dos dados obtidos com a distribuicao de particulas, das analises das
imagens obtidas pelo FEG-MEV, das observagdes experimentais durante a sintese
como a presenca de flocos, o formato das particulas e facil manuseio da amostra, o
procedimento experimental para a sintese da amostra PE-7 foi inicialmente
escolhido para ser utilizada como referéncia para a encapsulagcdo do biocida
tebuconazole.

A amostra PE-7 apresentou uma distribuicdo de diametro de particulas
(Figura 16), onde 80% destas estdo com diametro entre 0,1 e 0,5 pm
aproximadamente. A média do didmetro das particulas de EC foi 0,34+0,14 pm
considerando-se o0 universo de 1916 particulas contadas em imagens de
microscopia eletrénica por varredura.

Utilizando-se os didametros obtidos por microscopia eletronica foi calculado o
volume ocupado pelas microparticulas da amostra PE-7, sendo o volume expresso

em percentual (%vol.) conforme apresentado na Figura 17.
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Figura 16. Distribuicdo das particulas de EC da amostra PE-7 em funcdo do

diametro, numero de particulas e probabilidade acumulada da distribuigao.
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Figura 17. Distribuicdo volumétrica das particulas de EC da amostra PE-7.

As particulas de EC na amostra PE-7 mostraram distribuicdo volumétrica
dispersa entre os diametros entre 0,2 uym e 0,8 um, os quais foram predominantes
na composic¢ao total da amostra. Os baixos valores de %vol para os didmetros acima
de 0,8 ym indicam que as particulas desta faixa de didmetro representam uma
pequena fragdo numérica na amostra. Apenas 14 particulas de um universo de 1916
teve diametro superior a 0,8 um, no entanto, estas representam em 11,04% do
volume total da amostra.

Porém, o baixo rendimento (49,44%) de sintese observada para as
condicbes experimentais para PE-7 é um fator limitante, pois a baixa massa
recuperada dificulta a caracterizac&o e/ou futuras aplicagcbes desta. Por este motivo,
foi escolhida também a condicdo experimental referente ao planejamento
experimental PE-14, que além de boa distribuicdo, apresentou elevado rendimento
na sintese (96,59%).

Na Figura 18 observa-se a boa distribuicdo das particulas da amostra PE-14,
sendo que 90% das particulas encontram-se na estreita faixa de 0,2 a 0,35 pm.
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Devido ao fato desta amostra apresentar a melhor distribuicdo e o maior rendimento
de sintese esta amostra foi escolhida para ser a matriz experimental da
encapsulacao do tebuconazole.
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Figura 18. Distribuicdo das particulas de EC da amostra PE-14 em fungdo do
diametro, numero de particulas e probabilidade acumulada da distribuigao.
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3.4 Quantificagao do TBZ

Para determinar a quantidade de TBZ nas amostras estudados foi
desenvolvido um método cromatografico via CG-MS cujo cromatograma tipico é
mostrado na Figura 19. Neste cromatograma s&o apresentados dois picos
cromatograficos que indicam a presencga do (a) fenantreno, o padrao interno utilizado
na quantificagéo e o (b) TBZ, o composto a ser quantificado nas amostras. Os picos
cromatograficos se apresentam bem definidos a duragao total de analise é de 18

minutos.
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Figura 19. Cromatograma obtido por CG-MS para o (a) padréo interno fenantreno
(t=11,303 min.) e (b) o fungicida TBZ (t=17,191 min.). A concentragdo do TBZ é de
0,25 ug.mL™".

Para quantificar o TBZ nas amostras das particulas foram construidas duas
curvas analiticas, uma de menor concentragdo (curva inferior) e outra de maior
concentragdo (curva superior). Os graficos obtidos e os respectivos dados da

regressao linear sdo apresentados na Figura 20 e Figura 21. A padronizagao externa
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foi obtida quando os padrdes analiticos ndo passaram pelo processo de extracio via

DLLME.
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Figura 20. Curva analitica inferior do TBZ obtido por CG-MS. O eixo y € descrito
como a razao da area sob o pico cromatografico do TBZ sobre a area obtida para o
padrao interno. (y = 0,66203x, r* = 0,99999). Padronizacdo externa.
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Figura 21. Curva analitica superior do TBZ obtido por CG-EM (y=
0,40778x+0,13781, r* = 0,98768). Padronizagdo externa.
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Para a quantificacdo do TBZ nas amostras proveniente dos experimentos de
encapsulacéo para as condi¢gdes PE-14 foi utilizado o método de extracdo DLLME,
conforme ja previamente mencionado. A curva analitica utilizada neste método

encontra-se na Figura 22

Razao das areas ATBZ/API
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Figura 22. Curva analitica superior do TBZ obtido por CG-EM (y= 1,09625x —
0,1024, r*=0,99981). Método DLME.

3.5 Encapsulagao do TBZ (Matriz PE-07)

Para avaliar a encapsulagao do TBZ e ajustar os parametros experimentais
foram sintetizadas trés amostras e os resultados se encontram na Tabela 10. Neste
experimento, devido a necessidade de acrescentar o TBZ foi utilizado
aproximadamente 1,0 g da solugéo de TBZ 3,62%+0,02 e 2,0 g de uma solugéo de
EC de concentragcédo 8% (m/m). Com este arranjo foi mantida as variaveis de sintese
para a amostra PE-7, descrito anteriormente. A concentragao real de EC na solucao

a ser utilizada no procedimento experimental foi determinada por gravimetria antes
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de cada sintese e, neste experimento foi encontrado o valor de 93,73 mg.g”. A
capacidade de carga e a eficiéncia de encapsulagao (%encap.) foram calculadas de
acordo com o trabalho descrito por Pelczarska et al. (2013).

Tabela 10. Dados experimentais da sintese de microparticulas de EC e
encapsulacédo do TBZ.

Amostra Mec 8% (g) Msol. TBZ (g) %Rend %encap.
Br partic. 2,0035 - 45,5 -
MPT1 2,0095 0,9935 50,2 26,8
MPT2 2,0147 1,0187 57,0 27,5
mec=massa (g) de etilcelulose; mg= massa da solugcdo de tebuconazole
3,62%

Os rendimentos obtidos da sintese apresentaram valores semelhantes
daquele observado no planejamento experimental (49,44%). O percentual de TBZ
encapsulado foi de 26,81% para a amostra MPT1 e 27,5% para a MPT2 sendo que
a capacidade de carga média de TBZ nas particulas foi de 4,4% m/m. Esta carga

indica a quantidade de TBZ por unidade massa do produto final obtido.

Alguns fatores podem ter contribuido para que esse percentual de
encapsulacido nao apresentasse valores superiores, dentre os quais o aumento da
solubilidade do TBZ em &gua devido a formagdo de emulsdo TBZ-MLPS. Ha,
portanto, a necessidade de avaliar a agua do processo de sintese para confirmar a
hipotese levantada.

3.6 Estudos com a Matriz PE-14
3.6.1 Encapsulagcao do TBZ

Na Figura 23 s&o apresentadas as fotomicrografias das caracteristicas
tipicas das amostras sintetizadas na presenca de concentragdes crescentes de TBZ.
Maior homogeneidade foi obtida para as amostras b e ¢, sendo que a amostra b

apresentou particulas cujas superficies mostram rugosidades.
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Figura 23. Micrografias das amostras submetidas a (a) 25 mg (b) 50 mg (c) 100 mg
e (d) 200 mg de TBZ.

Pela andlise da Figura 24 observa-se que a presengca do TBZ no meio
reacional alterou significativamente a distribuicdo e morfologia das microparticulas
de etilcelulose, sendo observado que a amostra (b) apresentou a melhor distribuicéo
e menor tamanho de particulas com diametro de 0,21 (x0,078) um. A formacao das
particulas de etilcelulose via inversdo de fase esta primariamente relacionada a
razao entre a quantidade de polimero e surfactante presente no meio reacional e da

velocidade de homogeneizagéo a que o sistema é submetido.

A adicdo de TBZ neste meio perturba o sistema e como efeitos foram
observadas modificagdes significativas nas caracteristicas morfologicas de
distribuicdo destas particulas. E provavel que uma interagdo molecular do TBZ com

o polimero tenha sido o responsavel pelos resultados observados.



68

0,8 1

o
o
|

Diameter (um)
b=
N

o
N
1

0,0~

7 r T T T

25 50 100 200

Figura 24. Distribuicdo das microparticulas de etilcelulose contendo (a) 25 mg (b) 50
(c) 100 e (d) 200 mg de TBZ.

3.6.2 Eficiéncia de encapsulagao do TBZ

O calculo da eficiéncia de encapsulagao (%EE) realizado conforme descrito
por Asrar et al. (2004), onde %EE = 100 — %REA, sendo %REA a proporcado de
biocida prontamente extraivel das microparticulas de etilcelulose. Na Tabela 11 séo
apresentados os valores da eficiéncia de encapsulagdo (%EE) em termos
percentuais para as amostras sintetizadas na presenca de diferentes massas de
TBZ (25, 50, 100 e 200 mg).

A eficiéncia de encapsulagao variou entre 45,5 e 76,0% e pode-se observar
que esta decresce com o aumento da quantidade de TBZ utilizada na sintese. Este
comportamento deve-se a saturagdo da capacidade do polimero em reter o biocida,
sendo que uma vez alcangado o limite (saturagéo) o polimero libera mais facilmente

para o0 meio aquoso o biocida de sua estrutura.
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Tabela 11. Eficiéncia de encapsulagdo (%EE) do TBZ pelas particulas de
etilcelulose com o aumento da concentragao do biocida.

Amostra %EE
EEC25 76,0 (x4,9)
EEC50 69,6 (£4,0)
EEC100 60,6 (£2,3)
EEC200 45,5 (£1,1)

Na Figura 25 a %EE é apresentada de forma grafica e pode-se facilmente
observar o comportamento polinomial dos dados. Por correlagdo polinomial foi
encontrado a equagao que descreve o comportamento dos dados, sendo y = -
2,175x% + 0,825x + 77,175 (r* = 0,9988).
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Figura 25. Eficiéncia de encapsulagéo para diferentes massas de TBZ (25, 50, 100
e 200 mg).

Com o aumento da quantidade de TBZ ocorre a saturagao deste na matriz
de etilcelulose e, como consequéncia, observa-se a reducdo na eficiéncia de

encapsulacdo. A variagdo, em termos de desvio-padrao, da eficiéncia de
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encapsulagao foi menor nas amostras como menor eficiéncia de encapsulagéo. Esta
observacao reforca a tese de que houve a saturagdo da estrutura da microparticula
quanto a presenga do TBZ, pois uma vez atingida a quantidade maxima de TBZ na

estrutura a variagdo de massa deste fungicida sera minima.

3.6.3 Testes de liberagao in vitro

Os perfis de liberacdo do TBZ sdo apresentados na Figura X8. A liberagao
do TBZ é mais intensa nas microparticulas onde foram utilizadas maiores massas do
biocida. Ja para as amostras EEC25 e EEC50 foi observado um comportamento
semelhante, cuja liberagdo acumulada até aos 12 dias (288 h) foi inferior a 30%.

Este fato pode indicar uma maior interacdo do TBZ remanescente com a matriz

polimérica.
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Figura 26. Perfis de liberacdo do biocida TBZ presentes nas microparticulas de
etilcelulose.

As amostras EEC100 e EEC200 alcangaram o limite de concentragdo em
agua durante os teste de liberagdo controlada, sendo observado o valor de
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32,7 mg.L". Para as amostras EEC25 e EEC50 n&o foram superiores a 5,0 mg.L™.
Estes dados novamente corroboram com discusséo levantada sobre o controle da
liberacdo ser afetada pela interacdo com o polimero, sendo mais intensamente

observada nas particulas com menor quantidade de TBZ.

3.6.4 Cinética para analise da liberagao in vitro

Foram utilizados os modelos cinéticos de Ordem Zero, Primeira Ordem,
Higuchi e Korsmeyer-Peppas para avaliar a liberagdo controlada do TBZ. O melhor
modelo foi escolhido com base no maior valor do coeficiente de determinacdo (r°)

obtidos quando os dados foram tratados de acordo com os modelos descritos.

Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 12. O modelo que obteve o
melhor ajuste foi o de Korsmeyer-Peppas cuja média dos valores dos coeficientes de
determinacédo foi 0,8820 (+0,0052), ou seja, pode-se dizer que apenas 11,8% da
variancia da regressdo nao dependem das variaveis estudadas. Com valores de n
inferiores a 0,5 para o modelo de Korsmeyer-Peppas, as amostras mostraram

obedecer a difusdo classica ou Fickiana.

Tabela 12. Coeficiente de determinacdo (r?) obtidos por diferentes modelos de
avaliacao cinética da liberacao controlada do TBZ a partir particulas de etilcelulose.

MODELOS CINETICOS DE LIBERAGAO
Amostras
Korsmeyer-Peppas Higuchi 12 Ordem Ordem zero
EEC25 0,8807 (n=0,31) 0,7989 0,3476 0,5744
EEC50 0,8894 (n=0,34) 0,855 0,3700 0,6403
EEC100 0,8773 (n=0,31) 0,8471 0,3747 0,6505
EEC200 0,8841 (n=0,35) 0,867 0,3728 0,6648

3.6.5 Caracterizagdo das amostras encapsuladas

A confirmacao da presenga de TBZ nas microparticulas e a interagdo deste
fungicida com a estrutura polimérica foi realizada com base nos dados obtidos por
espectroscopia Raman. Na Figura 27 é apresentado o espectro Raman do fungicida
TBZ e foram selecionadas as bandas 1.593,6 cm™, 1.657,4 cm™”, 1.796,4 cm™,

1.775,9 cm™ e 1.776,0 cm™ para identificar a presenca deste nas microparticulas.
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Figura 27. Espectro Raman do fungicida TBZ. Os picos selecionados foram
utilizados para caracterizar a presenca do TBZ nas amostras encapsuladas.
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Figura 28. Espectro Raman da amostra encapsulada EEC25 (25 mg de TBZ).
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A presenca do pico Raman em 1.596,01 cm™ identificado na amostra EEC25
(Figura 28), referente a banda 1.593,6 cm™ do TBZ técnico, indica a presenga do
fungicida na estrutura das microparticulas. A diferenga entre os valores do numero
de onda (Raman Shift, cm™) entre a amostra EEC25 e o TBZ indica a interagdo do
fungicida com o polimero da matriz, que ocorre com o deslocamento do pico para

uma regido de maior energia.

O mesmo comportamento espectral foi observado para a amostra EEC50
(Figura 29) quando comparado com a amostra EEC25, porém o pico em
1.596,46 cm™' apresentou maior intensidade, o que indica que a presenca de TBZ na
estrutura das microparticulas foi superior. Nao foi observada diferencga significativa
entre os valores de numero de onda entre as amostras EEC25 e EEC50,
demonstrando que esta faixa de concentracdo nao altera a interagcdo do TBZ com a

etilcelulose da matriz.
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Figura 29. Espectro Raman da amostra encapsulada EEC50 (50 mg de TBZ).
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Figura 30. Espectro Raman da amostra encapsulada EEC100 (100 mg de TBZ).
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Figura 31. Espectro Raman da amostra encapsulada EEC200 (200 mg de TBZ).
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Nas amostras EEC100 e EEC200, Figura 30 e Figura 31 respectivamente, o
pico 1.595 cm™ pode ser identificado e mostra-se ser mais intenso que nas amostras
anteriores (EEC25 e EEC50), o que claramente corrobora com o argumento do
aumento de concentragdo do TBZ nas particulas. Os picos entre 1.595 cm™ e 1800
cm™ corroboram com aqueles apresentados na Figura 27, onde é apresentado o

espectro de Raman experimental do TBZ.

As amostras EEC25, EEC50, EEC100 e EEC200 encapsuladas com TBZ
apresentaram comportamento amorfo (Figura 32). Neste difratograma observa-se a
auséncia de picos cristalinos, o que significa que o TBZ presente na estrutura
reticular das microparticulas encontra-se na forma molecular, ou seja, ndo foi
observada a formacgao de cristais de TBZ no interior das microestruturas. Esta
observacao é importante, pois a presenca de cristais do principio ativo na matriz das
microestruturas pode alterar a cinética ou mesmo o mecanismo de liberacdo do TBZ
e consequentemente o0 mecanismo ambiental de aplicagdo das particulas

microencapsuladas.
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Figura 32. Difratograma de DRX das amostras encapsuladas nas condigbes
experimentais da matriz PE14 utilizando as massas de 0 mg (EECO0), 25 mg
(EEC25), 50 mg (EEC50), 100 mg (EEC100) e 200 mg (EEC200).
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3.7 Caracterizagcao dos materiais

Para melhor avaliacdo das caracteristicas das particulas obtidas nas
sinteses e dos materiais utilizados neste processo foram feitas analises térmicas,
espectroscopia FT-IR, Raman e difragao de raios-x. Na Tabela 13 sdo descritas as

amostras caracterizadas pelas técnicas citadas acima.

Tabela 13. Descricdo das amostras caracterizadas pelas técnicas de TG/DTA,
Raman, FT-IR e Raios-X.

Amostras Descricao
EC pa Etilcelulose reagente pa
MLPS Surfactante nao-idnico (Tween® 20). Grau analitico
TBZ pa Padrao analitico 99,6% do TBZ
TBZ gt TBZ grau técnico com 96,1% de pureza
PE-7 Microparticulado obtido no planejamento experimental 2*
Br partic. Microparticulado sem TBZ
MPT1 Microparticulado com TBZ
MPT2 Microparticulado com TBZ
EC pa+MLPS Mistura dos reagentes EC pa e MLPS
PE-14 Matriz utilizada na encapsulacao

3.7.1 Analise térmica: Curvas TG/DTG-DTA

Na Tabela 14 é apresentado o resumo do comportamento térmico das
amostras analisadas. As amostras EC pa, Br partic., MPT1 e MPT2 mostram
comportamento térmico semelhante, pois sdo estaveis até a temperatura de 160°C e
a partir desta, degradam-se intensamente na faixa de temperatura entre 197 e
340 °C. As curvas TG/DTA do TBZ pa e gt indicaram que esta substancia funde-se a
temperatura de 107,96 °C e 108,57 °C, respectivamente. Na temperatura proxima a
310 °C ambas as amostras indicaram a ocorréncia da vaporizagao do TBZ, pois ha
apenas um pico endotérmico nesta regido térmica e a intensa variagdo de massa
(99%).



Tabela 14. Intervalo de temperatura (8), perda de massa (Am) e picos observados

em cada etapa das curvas TG-DTA das amostras.

Amostra Etapas
1a 23 3a 4a
EC pa 0 (°C) 188-218 214-245 258-355 355-465
Am (%) 2,81 6,32 78,10 10,22
Picos (°C) 201 (exo) 250 (exo) 355 (exo) 462 (exo)
MLPS 0 (°C) 26-133 169-282 283-384 384-490
Am (%) 2,05 74,85 17,85 2,85
Picos (°C) - 263 (exo) 329 (exo0) 470 (exo)
TBZ pa 8 (°C) 174-325 325-800 - -
Am (%) 99,83 1,41 - -
Picos (°C) 107,96 308,08 - -
TBZ gt 0 (°C) 177-328 330-800 - -
Am (%) 98,58 219 - -
Picos (°C) 108,57 309,82 - -
Br partic. 8 (°C) 160-193 197-329 329-431 431-508
Am (%) 2,53 83,47 6,85 6,73
Picos (°C) 187 (exo) 254 (exo) - 487 (exo)
MPT1 0 (°C) 10-197 197-328 328-503 -
Am (%) 3,57 83,53 11,73 -
Picos (°C) 184 239 494 (exo) -
MPT2 0 (°C) 162-195 197-340 340-512 -
Am (%) 2,01 87,20 9,76 -
Picos (°C) 185 239 509 -
PE-14 0 (°C) 185-316 316-427 427-796 -
Am (%) 3,71 91,41 2,84 -
Picos (°C) - 380,95 - -

a) Etilcelulose (EC) pa

As curvas TG, DTG e DTA para a amostra EC pa encontram-se na Figura
33. Esta analise foi realizada em atmosfera oxidante (O;) e, portanto, nos fornece
informacdes sobre a estabilidade do polimero nas condicbes de estresse térmico
extremo. A decomposicao térmica a EC pa iniciou-se apos a temperatura de 188 °C

e ocorreu em 4 etapas, sendo decomposto 99,5% do material analisado.

Nao foram observados picos DTG e DTA durante o aquecimento da
temperatura de 39,8 °C até 188 °C, o que indica que a nao houve variagao
significativa na massa da amostra e nem processos endotérmicos ou exotérmicos.
Esta observacdo permite concluir que a EC pa possui estabilidade térmica até o
limiar da temperatura de 188 °C e, a partir desde valor, da-se inicio a decomposicao

do polimero.
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As quatro etapas de decomposicdo da EC pa sdo acompanhados por 4
picos exotérmicos bem definidos e proporcionais as perda de massa. Cada evento
térmico observado para a amostra representa um mecanismo especifico de
degradacgao e o seu estudo exige o conhecimento dos produtos de degradacao para

que 0s mecanismos a niveis moleculares possam ser descritos.
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Figura 33. Comportamento térmico da amostra EC pa. Analise realizada em
atmosfera oxidante (O,) a um fluxo de 100 mL.min™".

O comportamento térmico da EC pa em atmosfera inerte € apresentada na
Figura 34. Nesta pode-se observar que a decomposigdo da amostra ocorreu
predominantemente em uma etapa (226 — 406 °C). Da temperatura inicial, 36 °C, até
a temperatura final, 800 °C, da amostra 89,8% foi decomposta. A perda de massa
anterior a temperatura de 226 foi de 0,5%, o que esta dentro do limite de erro do
equipamento (0,5 - 1%). Apds a temperatura de 406 °C a perda de massa ocorre
lentamente e a variagao total foi de 5,4%. A variagao total da massa da amostra na
faixa de temperatura estudada foi de 94,7% e, portanto, foi gerado um residuo de

aproximadamente 6,3% da massa inicial da amostra (2,429 mg).
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Figura 34. Comportamento térmico da amostra EC pa em atmosfera inerte de

argdnio a um fluxo de 100 mL.min™".

De acordo com Li et al. (1999) a estabilidade térmica alcangada pela EC tem
relacédo direta com a presenga de grupos substituidos. A os grupos hidroxietil podem
diminuir significativamente a temperatura pirolitica, retardar a carbonizagdo do
polimero e aumentar os residuos piroliticos. No caso a EC analisada contem 42% de
grupos hidroxilas substituidas por grupos etoxil, apresenta baixo teor de residuos
piroliticos e temperatura de inicial de degradagao superior a 200 °C em atmosfera

oxidante e em atmosfera inerte superior a 300 °C.
b) Surfactante MLPS

Como o MPLS é utilizado na sintese das microparticulas, a presenca deste
pode alterar o comportamento térmico das amostras. Assim, foi avaliado o perfil
térmico deste composto em atmosfera oxidante e inerte, conforme apresentado na

Figura 35 e Figura 36, respectivamente.
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Em atmosfera oxidante, observa-se que ha perda de massa (2,05%) entre as
temperaturas de 26 a 133 °C e entre 169 e 282 °C ocorre de maneira intensa a
degradagao do surfactante. O pico exotérmico a 263 °C evidencia que a degradacgéao
do MLPS esta ocorrendo com liberacado de calor devido ao processo de combustao
do material organico. Apos este evento térmico principal, outros dois de menor
intensidade sao observados, onde a perda de massas nestes séo de 17,85 e 2,85%
e a estes dois eventos térmicos estdo associados dois picos exotérmicos, 329 e
470 °C.
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Figura 35. Comportamento térmico da amostra MLPS em atmosfera oxidante (O.) a

um fluxo de 100 mL.min™".
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Figura 36. Comportamento térmico do surfactante MLPS em atmosfera inerte de

argdnio a um fluxo de 100 mL.min™".

Em atmosfera inerte a decomposi¢cao do MLPS tornou-se mais simples, em
termos de numero de etapas de decomposi¢cao, com quase que a totalidade da

massa (95,91%) sendo decomposta entre as temperaturas de 291 e 470°C.
c) TBZ pae gt

O perfil térmico para o TBZ pa (Figura 37) e o TBZ gt (Figura 38)
apresentam perfis semelhantes, coerente com o fato da diferengca de pureza ser
pequena (3,5%). O TBZ pa apresentou um pico endotérmico em 108,57 °C e
108,98 °C para o TBZ gt devido ao ponto de fusdo e a pequena diferenga nos

valores indica que a pureza de ambos nao sdo numericamente distantes.

Outro pico endotérmico estreito foi observado em torno de 310 °C seguido
por uma variagao extensa de massas: 99,83% para o TBZ pa e 98,58% para o TBZ
gt. Estes picos sdo resultados da absor¢cdo de energia térmica com consequente
vaporizagao do TBZ. A analise do TBZ gt em atmosfera inerte (Figura 39) demonstra
que este possui 0 mesmo perfil que em atmosfera oxidante. Os picos endotérmicos

foram observados nas temperaturas de 108,7 e 308,3 °C.
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Figura 37. Perfil térmico do TBZ pa em atmosfera de oxigénio num fluxo de 100

mL.min™".
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Figura 38. Perfil térmico do TBZ gt em atmosfera de oxigénio num fluxo de 100

mL.min™".
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Figura 39. Perfil térmico do TBZ gt em atmosfera inerte de argdnio num fluxo de 100

mL.min™".
d) Amostras PE-7 e PE-8

Foi realizada a caracterizagao térmica das amostras PE-7 (Figura 40) e PE-8
(Figura 41). A degradacao térmica em ambas as amostras ocorre em temperatura
superior a 200 °C e da-se em duas etapas, sendo a principal em 250 °C e uma
secundaria em torno de 500 °C devido a oxidagdo do material carbonizado

remanescente do primeiro processo.

A similaridade entre o comportamento térmico das amostras PE-7 e PE-8
comparado com o comportamento do polimero etilcelulose pa (Figura 42) indica que
as particulas sdo compostas predominantemente por este polimero e que a
presenca, possivelmente tragcos, do surfactante utilizado ndo afetou o

comportamento térmico do material obtido.
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Figura :lo. Perfil térmico da amostra PE-7 em atmosfera de O, num fluxo de 100
mL.min"".
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Figura 111. Perfil térmico da amostra PE-7 em atmosfera de O, num fluxo de 100
mL.min"".
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Figura 42. Perfil térmico do polimero etilcelulose pa em atmosfera de O, num fluxo
de 100 mL.min"™".

e) Amostras MPT1 e MPT2

Os perfis térmicos, em atmosfera de oxigénio, das amostras MPT1 (Figura
43) e MPT2 (Figura 44) sao praticamente idénticos e indicam que estas amostras

sao termicamente estaveis até a temperatura de 150 °C.

Apods a temperatura de 150 °C ocorre a degradagao do material, cujo pico
exotérmico mais intenso ocorre a 184 °C para o MPT1 e 185 °C para o MPT2. A
maior perda de massa ocorre entre as temperaturas de 197 — 340 °C, com
percentual médio de 85,36%.

As amostras MPT1 e MPT2 também apresentaram perfis térmicos
semelhantes quando as analises foram realizadas em atmosfera de argbnio. Em
ambos os casos, a perda de massa ocorreu predominantemente em apenas uma

etapa, proximo a 400 °C.
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Figura 43. Perfil térmico da amostra MPT1 em atmosfera de O, num fluxo de 100

mL.min™".
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Figura 44. Perfil térmico da amostra MPT2 em atmosfera de O, num fluxo de 100

mL.min™".
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Figura 45. Perfil térmico da amostra MPT1 em atmosfera de argdnio num fluxo de
100 mL.min™",
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Figura 4116. Perfil térmico da amostra MPT2 em atmosfera de O, num fluxo de 100
mL.min"".
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f) Amostra PE-14

Esta amostra foi utilizada como matriz principal para a sintese das
microparticulas de etilcelulose e encapsulagcdo do TBZ. Na Figura 47 sao
apresentados os dados das analises térmicas da amostra PE-14. A degradacéao
térmica em atmosfera inerte ocorre predominantemente em um estagio, sendo
degradado um total de 91,41%. No primeiro e terceiro estagio ocorre pequena
degradagao da etilcelulose, sendo observados respectivamente os valores 3,71 e
2,84%.
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Figura 47. Perfil térmico da amostra PE-14 em atmosfera inerte num fluxo de Ar de
100 mL.min™",

3.7.2 FT-IR

Os espectros de FT-IR das amostras Br partic., MPT1 e TBZ gt encontram-
se na Figura 48. Os espectros foram obtidos por transmitancia utilizando pastilhas
de KBr. A banda observada, entre 3.320 e 3.623 cm™ é referente aos grupos
hidroxilas do polimero EC, sendo o pico desta banda 3.483,4 cm™ para a EC partic.
e 3.479,6 cm™ para MPT1. Segundo Cavalcanti et al. (2004), o deslocamento do

pico para um numero de onda menor €& caracteristico do enfraquecimento das
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interagbes das hidroxilas (—OH) devido a interagdo do TBZ com as hidroxilas da

estrutura do polimero.

Os estiramentos simétricos dos hidrogénios referentes ao grupo quimico
metil (-CH3) em todas as trés amostras e apresentam os valores 2.978,1 cm™ (a),
2.976,2 cm™ (b) e 2970,4 cm™ (c). A banda em 3.132,4 cm™ (c) é devida ao
estiramento C-H do anel aromatico e as bandas 19114 cm™ e 1797,8 cm™ séo
overtones desta vibracdo. A banda em 1485,2 cm™ de decorrente a vibracao dos

carbonos (skeleton vibration) do anel aromatico (Qian et al., 2013).



90

718
—G'6/8
_9'vL0L
—6'580°)
SNp'ozLl

/ 'e61°)

6'7.LT)

N\

268yl
—8'L61'}

—G'LL6')

8'G/8'C

“'0L6°C
—V'eelLe
—£'962'¢

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

4500

_1)

Numero de Onda (cm

IR das amostras (a) Br partic., (b) MPT1 e (c) TBZ gt.

Figura 48. Espectros de FT-



91

3.7.3 Espectroscopia Raman

Na Figura 49 pode ser observado pico Raman em 1597,98 cm™ que indica a
presenca de TBZ na particula de EC. Nesta mesma figura observa-se a auséncia do
pico em 1596,80 cm™ na particula sem a presenca de TBZ (Br partic.). A baixa
intensidade do pico observado e a auséncia de outros picos caracteristicos do TBZ
podem ser explicadas pela baixa concentracdo do TBZ na amostra MPT1 ou pela

protecao estérica do polimero impedindo que o sinal Raman seja observado.
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Figura 49. Espectros Raman da amostra encapsulada comparada com o TBZ gt e

Br partic.

Na Figura 50 s&o apresentados os espectros Raman. Numa analise
preliminar, pode ser observada a compatibilidade espectral das amostras EC pa, Br

partic. e MPT1, indicando a predominancia do polimero EC.
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3.7.4 Difragao de raios-x (DRX)

Os resultados de DRX para as amostras estudadas sdo apresentados na
Figura 51. O TBZ apresentou picos bem definidos e caracteristicos de arranjos
cristalinos. A EC comercial possui carater predominantemente amorfo. As
microparticulas de EC (b, ¢ e e) sdo amorfas, ou seja, ndo apresentam picos
caracteristicos de fases cristalinas. Esta observagdo revela que o biocida TBZ
presente nas microparticulas esta disperso a nivel molecular e possivelmente de

modo homogéneo na matriz polimérica.

cps

10 20 30 40 50 60 70 80
20

Figura 51. Difratogramas de DRX das amostras (a) TBZ grau técnico, (b) MPT2, (c)
MPT1, (d) EC pa e (e) Br particulas.

3.8 Estudo computacional da molécula de tebuconazole

Devido a necessidade de associar as bandas do espalhamento Raman com
0s modos vibracionais da molécula de TBZ foi realizada a otimizagao tedrica da

estrutura molecular do tebuconazole (Figura 52) utilizando o método B3LYP/6-



94

311++G (d, p). A numeracéo dos atomos presentes na estrutura do fungicida foi feita
conforme nome oficial proposto pela IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), (RS)-1-(4-Chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1H,1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol.

A partir da estrutura otimizada foram calculados os raios de ligagao dos
atomos que constituem a molécula de tebuconazole, sendo estes resultados

apresentados na Tabela 15.

A quimica computacional quantica combinada com espectroscopia Raman
tem sem sido usada como ferramenta para analise vibracional de moléculas, tais
como os biocidas (Sebastian et al., 2009). A estrutura quimica do TBZ foi otimizada

e foi calculado o espectro Raman tedrico.

Figura 52. Estrutura molecular da molécula do tebuconazole otimizada por calculo
tedrico DFT pelo método B3LYP/6-311++G (d, p).
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Tabela 15. Raios atdmicos dos atomos da molécula do tebuconazole calculados
com o programa Gaussian 09W.

Ligacdo Raio (A) Ligacdo Raio (A) Ligacdo Raio (A)

R(2,1) 1,5431 R(16,15) 1,4602 R(30,8) 1,0826
R(3,2) 1,5457 R(17,16) 1,3601 R(31,10) 1,0826
R(4,3) 1,5861 R(18,17) 1,3225 R(32,11) 1,0854
R(5,4) 1,5478 R(19,18) 1,3601 R(33,12) 1,0882
R(6,1) 1,5138 R(20,19) 1,3210 R(34,12) 1,0936

R (7,6) 1,3985 R(21,3) 1,4411 R(35,12) 1,0917
R (8,7) 1,3936 R(22,1) 1,0917 R(36,13) 1,0901
R(9,8) 1,3903 R(23,1) 1,0918 R(37,13) 1,0939
R(10,9) 1,3910 R(24,2) 1,0924 R(38,13) 1,0925
R(11,10) 1,3928 R(25,2) 1,0952 R(39,15) 1,0906
R(12,4) 1,5472 R(26,5) 1,0931 R(40,15) 1,0883
R(13,4) 1,5433 R(27,5) 1,0903 R(41,18) 1,0793
R(14,9) 1,7606 R(28,5) 1,0972 R(42,20) 1,0790
R(15,3) 1,5689 R(29,7) 1,0854 R(43,21) 0,9634

A estrutura otimizada do TBZ apresenta dois planos, o anel triazol e o nucleo
aromatico que formam as ligagdées 1 da estrutura e determinam as caracteristicas
dos orbitais HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO

(lowest unoccupied molecular orbital).

Numa analise da distribuicdo das cargas na molécula de TBZ, a Tabela 16
apresenta as cargas atbmicas de Mulliken. Estas cargas sdo uma indicagao direta
da polarizagao dos atomos que constituem a molécula de tebuconazole. Nas Figuras

43 a 49 sao apresentados os orbitais HOMO e LUMO formados na molécula de TBZ.
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Tabela 16. Cargas atdbmicas de Mulliken dos atomos da molécula do tebuconazole
calculados com o programa Gaussian 09W.

Atomo Carga de Mulliken Atomo Carga de Mulliken
1C -0,298252 22H 0,151463
2C -0,240133 23H 0,161276
3C -0,394520 24H 0,210917
4C 0,508008 25H 0,237981
5C -0,496920 26H 0,159304
6C 0,435823 27H 0,185403
7C -0,383628 28H 0,104589
8C -0,535348 29H 0,144194
9C -0,149625 30H 0,200108
10C 0,500987 31H 0,198469
11C -0,426849 32H 0,163652
12C -0,433596 33H 0,151463
13C -0,777567 34H 0,144148

14 CI 0,430722 35H 0,161276
15C -0,515817 36H 0,158197
16N 0,080448 37H 0,163467
17 N -0,110111 38H 0,154485
18C -0,116319 39H 0,245084
19N -0,091615 40H 0,217004
20C -0,152057 41H 0,170433
210 -0,085562 42H 0,172204
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Figura 56. Mapa de contribui¢do dos orbitais HOMO-3 do TBZ.
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Figura 57. Mapa de contribuicdo dos orbitais LUMO do tebuconazole.
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Uma vez obtido o espectro Raman tedrico, este foi comparado com o
espectro experimental (Figura 60) e o fator de ajuste dos dados de frequéncia do
espectro tedrico foi de 0,96460. Para calcular o grau de correlagdo, expresso pelo
valor de r?, entre os espectros tedrico e experimental foi utiliza a correlagao linear
dos picos de ambos os espectros e o resultado encontra-se na Figura 61. O
coeficiente de correlacdo r? = 0,9997 indica que os dados experimentais e tedricos

possuem alto grau de correlagao.
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Figura 61. Relag&o linear entre os numeros de onda experimental e tedrico do
tebuconazole.

O espectro tedrico (Figura 62) foi utilizado para identificar os picos de
espalhamento Raman e associa-los a estrutura quimica do TBZ. O pico de
espalhamento Raman em 1638 cm™ estd associado ao estiramento simétrico

carbono-carbono do anel aromatico v(C-C anel).

Em 3006 cm™ tem-se o estiramento simétrico, v(CH;), no carbono 5¢ (Figura

62). O pico em 3042 cm™ esta associado ao tipo de estiramento descrito para o
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carbono 5c, porém para os carbonos 12c e 13c. A frequéncia observada em 3195
cm™ foi associada ao estiramento assimétrico dos hidrogénios do anel aromatico. Ja

a frequéncia em 3.249 cm™ refere-se ao estiramento simétrico dos hidrogénios do

anel triazol.
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Figura 62. Espetro Raman tedrico do TBZ obtido pelo método DFT utilizando o
software Gaussian 09W.
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4. Conclusao

Os parametros de sintese de microparticulas de etilcelulose: concentracio
do polimero (EC), massa do surfactante, velocidade e tempo de homogeneizagcao de
alta velocidade sao preponderantes na formacédo das microparticulas de etilcelulose.
Foram obtidas microparticulas de etilcelulose com diametro médio variando de 0,26
pm (£0,13) a 1,64 um (£0,1,86) variando-se estes parametros, sendo que o principal
efeito sobre o diametro das microparticulas foram a concentracdo do polimero

(+0,28) e velocidade de homogeneizacgao (-0,43).

O rendimento das microparticulas variou entre 10,07 e 96,59%, sendo
encontrado que o principal responsavel pelo rendimento obtido foi a concentracdo do
surfactante. A amostra EEC50 apresentou a melhor distribuicdo com média de
distribuigao igual 0,21 (£0,078) pm.

A encapsulacdo do tebuconazole nas particulas de etilcelulose foi
confirmada pelas analises cromatograficas e espectroscépicas, sendo obtida a
eficiéncia de encapsulagdo média de 76,0 (+4,9) para EEC25, 69,6 (+4,0) para
EEC50, 60,6 (x2,3) EEC100 e 45,5 (x1,1) EEC200. A presenga do tebuconazole no
meio reacional durante a formag&o das microparticulas alterou a sua morfologia e

possivelmente esta relacionado a interacdo das moléculas do polimero com o TBZ.

Um dos efeitos dessa interagdo é acompanhado pelo enfraquecimento das
ligagcbes das hidroxilas demonstrado via espectroscopia Raman. A eficiéncia de
encapsulacdo foi reduzida com o aumento da concentragdo de TBZ no meio
reacional, fato este que corrobora com o argumento da saturacdo da malha

polimérica.

Os testes de liberacdo do TBZ demonstraram que a liberacdo ocorre mais
intensamente nas amostras com maior massa de TBZ. Um exemplo desta
observagéao € o fato da amostra EEC200 liberar 80,12 % do material encapsulado e
a amostra de menor massa de TBZ, EEC25 liberar apenas 32,69%. Estes dados
demonstram a influéncia da matriz na liberacdo do TBZ devido a interagao por forcas

intermoleculares.
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Os dados obtidos pela analise térmica indicam que as particulas de
etilcelulose sdo termicamente estaveis até a temperatura de 160°C e podem ser
utilizadas em temperaturas inferiores sem que ocorra a sua degradagao térmica

significativa.

Os resultados de DRX indicaram claramente que a distribuicdo do TBZ nas
particulas de EC foi a nivel molecular, ou seja, ndo houve a formagao de cristais no
interior das microesferas. Este fato foi observado devido a auséncia de picos
cristalinos dada a amorficidade das amostras.

Os resultados dos calculos tedricos do TBZ foram uteis para identificar os as
bandas vibracionais de IR e identificar os picos Raman. A correlagdao entre os
numeros de onda experimentais e aqueles calculados foi 0,9997 (r2). Apenas 0,03%

da variancia dos picos nao foram correlacionados.

A presenca de TBZ nas particulas foi adequadamente quantificada por
cromatografia a gas e também foi identificada pela presengca do pico Raman em
1597,98 cm”. O deslocamento deste pico foi atribuido as interacdes

intermoleculares do TBZ com a matriz.

5. Perspectivas

Com base nos resultados alcangados neste trabalho, sugere-se o

aprofundamento das discussodes e estudos abaixo relacionados:

- Avaliar o efeito da adi¢do de outros polimeros com o objetivo de aumentar
a eficiéncia de encapsulagao;

- Estudar o efeito do surfactante sobre a solubilidade do TBZ e de outros

ingredientes ativos;

- Estudar o mecanismo de liberagdo dos ingredientes ativos a partir das

microparticulas utilizando técnicas especificas como o grau de intumescimento, etc.



105

6. Referéncias

ARAUJO, R. A. et al. Impacto causado por deltametrina em coledpteros de
superficie do solo associados a cultura do milho em sistemas de plantio direto e
convencional. Neotropical Entomology, v. 33, n. 3, p. 379-385, 2004.

ASRAR, J. et al. Controlled release of tebuconazole from a polymer matrix
microparticle: release kinetics and length of efficacy. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 52, n. 15, p. 4814-4820, 2004.

BAKER, R. W. Controlled release of biologically active agents. New York: John
Wiley, 1987.

BILATI, U.; ALLEMANN, E.; DOELKER, E. Development of a nanoprecipitation
method intended for the entrapment of hydrophilic drugs into nanoparticles.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 24, n. 1, p. 67-75, 2005.

BIRNBAUM, D. T.; BRANNON-PEPPAS, L. Microparticle drug delivery systems. In:
BROWN, D. M. (Ed.). Drug delivery systems in cancer therapy. Totowa: Humana
Press, 2003. p.117-136.

BRASIL. Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior. Balanga
comercial brasileira em novembro de 2013. Disponivel em:
<http://www.mdic.gov.br/arquivos/dwnl_1387386514.zip>. Acesso em: 05 jan. 2013.

CADKOVA, E. et al. pK a constant determination of two triazole pesticides:
tebuconazole and penconazole. Journal of Solution Chemistry, v. 42, n. 5, p.
1075-1082, 2013.

CALDAS, S. S. et al. Pesticide residue determination in groundwater using solid-
phase extraction and high-performance liquid chromatography with diode array
detector and liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of the
Brazilian Chemical Society, v. 21, n. 4, p. 642-650, 2010.

CAVALCANTI, O. A. et al. Characterisation of ethylcellulose films containing natural
polysaccharides by thermal analysis and FTIR spectroscopy. Acta Farmacéutica
Bonaerense, v. 23, n. 1, p. 53-57, 2004.

CHEVREUIL, M. et al. Occurrence of organochlorines (PCBs, pesticides) and
herbicides (triazines, phenylureas) in the atmosphere and in the fallout from urban
and rural stations of the Paris area. Science of the Total Environment, v. 182, n. 1,
p. 25-37, 1996.

CORREIA, F. V.; LANGENBACH, T.; CAMPOS, T. M. Avaliacao do transporte de
atrazina em solos sob diferentes condi¢ées de manejo agricola. Revista Brasileira
de Ciéncia do Solo, v. 34, n. 2, p. 525-534, 2010.

CORREIA, F. V. et al. Adsorcao de atrazina em solo tropical sob plantio direto e
convencional. Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio Ambiente, v. 17, p. 37-
46, 2007.


http://biblat.unam.mx/pt/revista/acta-farmaceutica-bonaerense
http://biblat.unam.mx/pt/revista/acta-farmaceutica-bonaerense

106

COSTA, P.; SOUSA LOBO, J. M. Modeling and comparison of dissolution profiles.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 13, n. 2, p. 123-133, 2001.

DASH, S.; MURTHY, P. N.; NATH, L.; CHOWDHURY, P. Kinetic modeling on drug
release from controlled drug delivery systems. Acta Poloniae Pharmaceutica, v. 67,
n. 3, p. 217-223, 2010.

DORES, E. F. G. C.; DE-LAMONICA-FREIRE, E. M. Contaminacédo do ambiente
aquatico por pesticidas. Estudo de caso: aguas usadas para consumo humano em
Primavera do Leste, Mato Grosso - analise preliminar. Quimica Nova, v. 24, n. 1, p.
27-36, 2001.

DUBEY, R.; SHAMI, T. C.; RAO, K. U. B. Microencapsulation technology and
applications. Defence Science Journal, v. 59, n. 1, p. 82-95, 2009.

FERNANDEZ, P. et al. Nano-emulsion formation by emulsion phase inversion.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, v. 251, n. 1, p.
53-58, 2004.

FLORES CESPEDES, F. et al. Bentonite and anthracite in alginate-based controlled
release formulations to reduce leaching of chloridazon and metribuzin in a
calcareous soil. Chemosphere, v. 92, n. 8, p. 918-924, 2013.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS.
Tebuconazole: (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol. AGP:CP/369 (2000). Disponivel em:
<http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/documents/Pests Pesticides/Spec
s/Old_specs/TEBUCONA.pdf>. Acesso em: 09 set. 2014.

GIRI, T. K. et al. Prospects of pharmaceuticals and biopharmaceuticals loaded
microparticles prepared by double emulsion technique for controlled delivery. Saudi
Pharmaceutical Journal, v. 21, n. 2, p. 125-141, 2013.

GREEN, B. K.; SCHLEICHER, L. Qil containgin microscopic capsules and method of
making them. COMPANY, T. N. C. R. United State of America. 2,800,457: 11 p.
1957.

GUAN, H. N. et al. A novel photodegradable insecticide: preparation, characterization
and properties evaluation of nano-imidacloprid. Pesticide Biochemistry and
Physiology, v. 92, n. 2, p. 83-91, 2008.

HIGUCHI, T. Rate of release of medicaments from ointment bases containing drugs
in suspension. Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 50, n. 10, p. 874-875, 1961.

HOSSEINI, A.; KORBER, M.; BODMEIER, R. Direct compression of cushion-layered
ethyl cellulose-coated extended release pellets into rapidly disintegrating tablets
without changes in the release profile. International Journal of Pharmaceutics, v.
457, n. 2, p. 503-509, 2013.

JYOTHI, N. V. N. et al. Microencapsulation techniques, factors influencing
encapsulation efficiency. Journal of Microencapsulation, v. 27, n. 3, p. 187-197,
2010.



107

KORSMEYER, R. W. et al. Mechanisms of solute release from porous hydrophilic
polymers. International Journal of Pharmaceutics, v. 15, n. 1, p. 25-35, 1983.

KOS, M. et al. Genetic engineering of plant volatile terpenoids: effects on a
herbivore, a predator and a parasitoid. Pest Management Science, v. 69, n. 2, p.
302-311, 2013.

KUMBAR, S. G. et al. Encapsulation efficiency and release kinetics of solid and liquid
pesticides through urea formaldehyde crosslinked starch, guar gum, and starch plus
guar gum matrices. Journal of Applied Polymer Science, v. 82, n. 11, p. 2863-
2866, 2001.

KYDONIEUS, A. F. Controlled release technologies: methods, theory and
applications. Boca Raton: CRC Press, 1980.

LARKIN, P. Infrared and Raman spectroscopy: principles and spectral
interpretation. Amsterdam: Elsevier, 2011. 230 p.

LEE, P. I.; GOOD, W. R. Overview of controlled-release drug delivery. Ardsley:
American Chemical Society, 1987.

LEE, Y. S. et al. Production of nanoparticles-in-microparticles by a double emulsion
method: a comprehensive study. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 83, n. 2, p. 168-173, 2013.

LI, X. G.; HUANG, M. R.; BAI, H. Thermal decomposition of cellulose ethers. Journal
of Applied Polymer Science, v. 73, n. 14, p. 2927-2936, 1999.

LIU, Y.; TONG, Z.; PRUD'HOMME, R. K. Stabilized polymeric nanoparticles for
controlled and efficient release of bifenthrin. Pest Management Science, v. 64, n. 8,
p. 808-812, 2008.

LOPES, C. M.; LOBO, J. M. S.; COSTA, P. Modified release of drug delivery
systems: hydrophilic polymers. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.
41, n. 2, p. 143-154, 2005.

LUDOVICE, M. T. F.; ROSTON, D. M.; TEIXEIRA FILHO, J. Efeito da faixa-filtro na
retengao de atrazina em escoamento superficial. Revista Brasileira de Engenharia
Agricola e Ambiental, v. 7, n. 2, p. 323-328, 2003.

MADELUNG, P. et al. Impact of sodium dodecyl sulphate on the dissolution of poorly
soluble drug into biorelevant medium from drug-surfactant discs. International
Journal of Pharmaceutics, v. 467, n. 1/2, p. 1-8, 2014.

MALATO, S. et al. Optimization of pre-industrial solar photocatalytic mineralization of
commercial pesticides: Application to pesticide container recycling. Applied
Catalysis B: Environmental, v. 25, n. 1, p. 31-38, 2000.

MARKUS, A.; LINDER, C. Advances in the technology for controlled-release
pesticide formulation. In: BENITA, S. (Ed.). Microencapsulation: methods and
industrial applications. 2nd ed. New York: Taylor & Francis, 2005. p. 55-77. (Drugs
and the pharmaceutical sciences, v. 158).



108

MAYYA, K. S.; BHATTACHARYYA, A.; ARGILLIER, J. F. Micro-encapsulation by
complex coacervation: influence of surfactant. Polymer International, v. 52, n. 4, p.
644-647, 2003.

MOSQUERA, C.; MARTINEZ, M.; GUERRERO, J. 14C tebuconazole degradation in
Colombian soils. Communications in Agricultural and Applied Biological
Sciences, v. 75, n. 2, p. 173-181, 2010.

MURTAZA, G. Ethylcellulose microparticles: a review. Acta Poloniae
Pharmaceutica, v. 69, n. 1, p. 11-22, 2012.

NATIONAL CASH REGISTER CO. (United State). B. K. Green; L. Schleiche. Oil
containgin microscopic capsules and method of making them. US2800458, 30
jun. 1953, 23 jul. 1957.

PELCZARSKA, A. et al. New high throughput screening method for drug release
measurements. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v.
85, n. 1, p. 151-157, 2013.

PEREZ-MARTINEZ, J. I. et al. Ethyl cellulose polymer microspheres for controlled
release of norfluazon. Pest Management Science, v. 57, n. 8, p. 688-694,
2001.

QIAN, K. et al. Release kinetics of tebuconazole from porous hollow silica
nanospheres prepared by miniemulsion method. Microporous and Mesoporous
Materials, v. 169, p. 1-6, 2013.

RASMUSSEN, J. S. et al. Rapid detection of propiconazole and tebuconazole in
wood by solid phase desorption: ion mobility spectrometry. Wood Science and
Technology, v. 45, n. 2, p. 205-214, 2011.

REZAEE, M. et al. Determination of organic compounds in water using dispersive
liquid—liquid microextraction. Journal of Chromatography A, v. 1116, n. 1-2, p. 1-9,
2006.

RIBEIRO, A. C. A. et al. Residuos de pesticidas em aguas superficiais de area de
nascente do Rio Sdo Lourenco-MT: validagao de método por extracdo em fase
sélida e cromatografia liquida. Quimica Nova, v. 36, n. 2, p. 284-290, 2013.

RILEY, R. T. Starch xanthate-encapsulated pesticides - a preliminary toxicological
evaluation. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 31, n. 2, p. 202-206,
1983.

RIYAJAN, S. A.; SAKDAPIPANICH, J. T. Development of a controlled release neem
capsule with a sodium alginate matrix, crosslinked by glutaraldehyde and coated with
natural rubber. Polymer Bulletin, v. 63, n. 4, p. 609-622, 2009.

SAJID, M.; AKASH, H. Characterization of ethylcellulose and hydroxypropyl
methylcellulose microspheres for controlled release of flurbiprofen. Journal of
Pharmaceutics & Drug Delivery Research, v. 2, n. 1, p. 1-10, 2013.



109

SASIC, S. Pharmaceutical applications of Raman spectroscopy. Hoboken: Wiley-
Interscience, 2008.

SCHEYER, A. et al. Analysis of trace levels of pesticides in rainwater using SPME
and GC-tandem mass spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry, v.
384, n. 2, p. 475-487, 2006.

SEBASTIAN, S.; SUNDARAGANESAN, N.; MANOHARAN, S. Molecular structure,
spectroscopic studies and first-order molecular hyperpolarizabilities of ferulic acid by
density functional study. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 74, n. 2, p. 312-323, 2009.

SHOAIB, M. H. et al. Evaluation of drug release kinetics from ibuprofen matrix
tablets using HPMC. Pakistan journal of pharmaceutical sciences, v. 19, n. 2, p.
119-124, 2006.

SIEPMANN, J.; PEPPAS, N. Modeling of drug release from delivery systems based
on hydroxypropyl methylcellulose (HPMC). Advanced drug delivery reviews, v. 48,
n. 2, p. 139-157, 2001.

SILVA, D. R. O. D. et al. Pesticides monitoring in surface water of rice production
areas in southern Brazil. Ciéncia Rural, v. 39, n. 9, p. 2383-2389, 2009.

SILVA, D. R. O. D. et al. Pesticide occurrence in groundwater near irrigated rice
fields. Quimica Nova, v. 34, n. 5, p. 748-752, 2011.

SINGH, B.; SHARMA, D. K.; GUPTA, A. Controlled release of thiram fungicide from
starch-based hydrogels. Journal of Environmental Science and Health Part B -
Pesticides Food Contaminants and Agricultural Wastes, v. 42, n. 6, p. 677-695,
2007.

SOPENA, F.; MAQUEDA, C.; MORILLO, E. Controlled release formulations of
herbicides based on micro-encapsulation. Ciencia e Investigacion Agraria, v. 36,
n. 1, p. 27-42, 2009.

SPERNARTH, L.; MAGDASSI, S. Preparation of ethyl cellulose nanoparticles from
nano-emulsion obtained by inversion at constant temperature. Micro & Nano
Letters, v. 2, n. 4, p. 90-95, 2007.

STOUT, E. I.; SHASHA, B. S.; DOANE, W. M. Pilot-plant process for starch xanthide
encapsulated pesticides. Journal of Applied Polymer Science, v. 24, n. 1, p. 153-
159, 1979.

SUN, C. et al. Encapsulation and controlled release of hydrophilic pesticide in shell
cross-linked nanocapsules containing aqueous core. International Journal of
Pharmaceutics, v. 463, n. 1, p. 108-114, 2014.

SYNGENTA BRASIL. Demand 2,5 CS. 2009. Especificacdes técnicas. Disponivel
em: <http://www.syntinela.com.br/website/produtos-e-marcas/controle-de-pragas-
urbanas-e-de-jardim/produtos/demand25cs/especificacoes-tecnicas.asp>. Acesso
em: 02 dez. 2013.


http://www.syntinela.com.br/website/produtos-e-marcas/controle-de-pragas-urbanas-e-de-jardim/produtos/demand25cs/especificacoes-tecnicas.asp
http://www.syntinela.com.br/website/produtos-e-marcas/controle-de-pragas-urbanas-e-de-jardim/produtos/demand25cs/especificacoes-tecnicas.asp

110

TECNOCELL AGROFLORESTAL LTDA. Lantec 2,5 MC. Carapicuiba. Ficha
técnica. Disponivel em:
<http://www.tecnocellagro.com.br/arquivos/1/ftecnica_124.pdf>. Acesso em: 01 fev.
2014.

VIEIRA, E. O. et al. Avaliacdo da contaminag¢ao do carbofuran nos solos do Distrito
de Irrigagdo do Gorutuba. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,
v. 13, n. 3, p. 250-256, 2009.

VOINOVA, O. N. et al. Microbial polymers as a degradable carrier for pesticide
delivery. Applied Biochemistry and Microbiology, v. 45, n. 4, p. 384-388, 2009.

WHITE, M. A. The chemistry behind carbonless copy paper. Journal of Chemical
Education, v. 75, n. 9, p. 1119, 1998.

YANG, C. Y.; TSAY, S. Y.; TSIANG, R.-C. An enhanced process for encapsulating
aspirin in ethyl cellulose microcapsules by solvent evaporation in an O/W emulsion.
Journal of Microencapsulation, v. 17, n. 3, p. 269-277, 2000.

YE, M. et al. Occupational pesticide exposures and respiratory health. International
Journal of Environmental Research and Public Health, v. 10, n. 12, p. 6442-6471,
2013.

ZHU, Y. Y. et al. Nanoencapsulation of beta-cypermethrin by complex coacervation
in a microemulsion. Journal of Surfactants and Detergents, v. 12, n. 4, p. 305-
311, 2009.


http://www.tecnocellagro.com.br/arquivos/1/ftecnica_124.pdf

111

Apéndice 1 - Imagens das particulas de EC do planejamento
experimental 2* obtidas por FEG-MEV.
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