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maneira de pensar, não seremos capazes 

de resolver os problemas causados pela 

forma como nos acostumamos a ver o 

mundo”. (Albert Einstein) 
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RESUMO 

 

Atualmente inúmeras tecnologias estão surgindo a fim de melhorar as práticas agrícolas e 

aumentar a produção alimentar. O desenvolvimento de nanopesticidas é um exemplo disto, em 

que defensivos agrícolas podem estar encapsulados em nanoestruturas, permitindo assim um 

controle da liberação destes ativos no ambiente. Entretanto, o desenvolvimento de 

nanopesticidas, capazes de serem manipulados e aptos a liberarem ativos de forma responsiva ao 

ambiente, ainda é um desafio. Neste sentido, um planejamento fatorial com ponto central foi 

utilizado, neste estudo, para auxiliar no desenvolvimento de dois novos nanocarreadores híbridos 

de poli-ε-caprolactona magnéticos (NCs - PCL), um sem e outro revestidos com quitosana (CS), 

a fim de produzir um sistema de liberação responsivo ao pH para o herbicida atrazina (ATZ) com 

propriedade magnética. Além disso, a caracterização físico-química dos nanocarreadores (sem e 

contendo o revestimento com quitosana) foi estudada por diferentes técnicas físico-químicas, 

bem como o perfil de cinética de liberação in vitro do herbicida e o efeito ecotoxicológico dos 

nanopesticidas em macrófitas aquáticas foi avaliado. Os nanocarreadores apresentaram tamanho 

de 659 nm para os nanopesticidas sem quitosana (PCL/ATZ Fe3O4@OA) e 631 nm para os 

nanopesticidas revestidos com quitosana (PCL/ATZ Fe3O4@OA CS), potencial zeta de -21,9 mV 

e +11,2 mV, respectivamente, além de boa estabilidade coloidal e índice de polidispersão menor 

que 0,2 para ambas as formulações. Ensaios de cinética de liberação mostraram que os 

nanopesticidas revestidos com quitosana (PCL/ATZ Fe3O4@OA CS) foram responsivos ao pH, 

apresentando maior liberação em pH ácido. Ensaios de ecotoxicidade em macrófitas aquáticas 

(Azolla Caroliniana) mostraram que a atrazina não encapsulada apresentou um efeito tóxico mais 

rápido em relação aos nanopesticidas em função do tempo. Além disso, os nanopesticidas foram 

aplicados em solo e água, e devido a sua característica magnética foi possivel recuperar os 

sistemas em ambas as matrizes. Desta forma, tais nanopesticidas híbridos abrem novos caminhos 

para o uso de liberação de pesticidas para a agricultura, uma vez que sua liberação pode ser 

controlada pela variação de pH, bem como, podem ser coletados (em caso de toxicidade) ou 

rastreados, quando se deseja estudar o destino e comportamento deles no ambiente, algo tão 

complexo de se fazer atualmente com as técnicas analíticas existentes. 

 

 

Palavras chaves: nanopesticidas, polímeros, sistemas de liberação, pesticidas, materiais 

híbridos, nanotoxicologia. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Currently, numerous technologies are emerging in order to improve agricultural practices and 

increase food production. The development of nanopesticides is an example of this, in which 

agricultural pesticides can be encapsulated in nanostructures, thus allowing control of the release 

of these actives in the environment. However, the development of nanopesticides, capable of 

being manipulated and releasing actives in a responsive way to the environment, is still a 

challenge. In this sense, a central point factorial design was used in this study to assist in the 

development of two new magnetic poly-ε-caprolactone hybrid nanocarriers (NCs - PCL), one 

without and the other coated with chitosan (CS), in order to produce a pH-responsive delivery 

system for the magnetic-property herbicide atrazine (ATZ). In addition, the physicochemical 

characterization of nanocarriers (without and containing the coating with chitosan) was studied 

by different physicochemical techniques and the in vitro release kinetic profile of the herbicide 

and the ecotoxicological effect of nanopesticides on aquatic macrophytes was rated. The 

nanocarriers had a size of 659 nm for the nanopesticides without chitosan (PCL/ATZ 

Fe3O4@OA) and 631 nm for the nanopesticides coated with chitosan (PCL/ATZ Fe3O4@OA 

CS), the zeta potential of -21.9 mV and +11.2 mV, respectively, in addition to good colloidal 

stability and polydispersion index less than 0.2 for both formulations. Release kinetic assays 

showed that chitosan-coated nanopesticides (PCL/ATZ Fe3O4@OA CS) were pH-responsive, 

showing higher release kinetics at acidic pH. Ecotoxicity assays on aquatic macrophytes (Azolla 

Caroliniana) showed that unencapsulated atrazine had a faster toxic effect than nanopesticides as 

a function of time. In addition, nanopesticides were applied to soil and water, and due to their 

magnetic characteristics, it was possible to recover the systems in both environments. In this way, 

such hybrid nanopesticides open new paths for the use of pesticide release for agriculture, since 

their release can be controlled by pH variation, as well as, they can be collected (in case of 

toxicity) or tracked when wants to study their fate and behavior in the environment, something 

so complex to do today with existing analytical techniques. 

 

 

 

 

Keywords: nanopesticides, polymers, release systems, pesticides, hybrid materials, 

nanotoxicology. 
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1. INTRODUÇÃO 

É notável a preocupação em aumentar a produção de alimentos no planeta, visto que a 

população mundial está estimada a crescer cerca de 48% até 2100 (United Nations et al., 2017). 

Atrelado a isto, com a escassez de áreas cultiváveis e a necessidade de aumentar a produção em 

espaços reduzidos, cada vez mais os agroquímicos vêm sendo utilizados a fim de melhorar o 

rendimento de diversas culturas no campo. Tendo uma expansão da demanda global, a produção 

e o uso de pesticidas e fertilizantes, tem como vendas combinadas crescendo cerca de 4,1% ao 

ano e projetadas para atingir US $ 309 bilhões em 2025 (FAO et al., 2021). Entretanto, sabe-se 

que apesar de seus benefícios, grande parte destes ativos aplicados no campo são perdidos no 

ambiente, devido a problemas físico-químicos, aplicação inadequada e condições ambientais 

adversas (Nuruzzaman et al., 2016), além de estar associado aos problemas relacionados com 

uma resistência a pesticidas,com a contaminação de ecossistemas terrestres e envenenamento de 

alimentos humanos. (Carvalho et al., 2017).  

Nos dias atuais, com o crescimento da aplicação da nanobiotecnologia novos caminhos 

vêm sendo trilhados para se chegar a uma agricultura mais precisa e sustentável (Grillo et al., 

2021). Algumas ferramentas e técnicas vêm sendo criadas, como o desenvolvimento de 

nanoformulações de liberação modificada de ativos (também conhecido como nanopesticidas), 

nanomateriais para o tratamento de sementes, encapsulação de agentes biológicos em 

micropartículas, entre outras (Grillo et al., 2016). A fabricação de nanoformulações para a 

agricultura tem mostrado grande potencial nos últimos anos, principalmente relacionados à 

liberação modificada de pesticidas (Grillo et al., 2021). Inúmeros são os sistemas carreadores 

produzidos para pesticidas, entre eles estão as nanopartículas poliméricas, os quais podem ser 

constituídos por diferentes tipos de polímeros, tanto de origem sintética (e.x. policaprolactona 

(PCL), ácido polilático (PLA), ácido poliglicólico (PGA), poli (ácidoláctico-glicólico) (PLGA), 

quitosana (CS)), como de origem natural (quitina, alginato), entre outros.  

Tais nanopesticidas possuem tamanho reduzido e grande superfície de contato e, vem 

melhorando a ação de diversos herbicidas (Grillo et al., 2014a; Pereira et al., 2014b; de Oliveira 

et al., 2015; Oliveira et al., 2015b), fungicidas (Campos et al., 2015), inseticidas (de Oliveira et 

al., 2018), além de aumentar a persistência destes ativos no campo, reduzindo sua lixiviação e 

sorção no solo (Grillo et al., 2014a; Kah et al., 2016), sem contar com a redução da toxicidade 

em organismos não alvos (Grillo et al., 2012;Clemente et al., 2014;Grillo et al., 2015). Kah e 

colaboradores 2018, em um recente review compararam resultados de diferentes formulações 

convencionais com nanopesticidas, e observaram um aumento significativo na eficácia destes 
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novos materiais. Assim, estes e outros benefícios vem motivando um crescimento expressivo de 

estudos e investimentos neste setor, em escala mundial (Kah et al., 2016).  

Vários nanopesticidas que estão em desenvolvimento, ou que já existem no mercado, 

consistem em reformulações de ingredientes ativos (IAs) registrados com propriedades 

inseticidas, fungicidas ou herbicidas. Tais nanocarreadores são muitas vezes constituídos de 

materiais orgânicos como, polímeros, lipídios e proteínas, mas também existem exemplos de 

nanopartículas inorgânicos, como as nanopartículas metálicas e óxidos metálicos. Estudos 

recentes, como o descrito por Grillo e colaboradores 2021 (Grillo et al., 2021), mostram que 

novos nanopesticidas mais inteligentes precisam ser desenvolvidos, podendo assim ser capazes 

de controlar a liberação do ativo encapsulado, bem como a localização do nanopesticida no 

organismo alvo. O desenvolvimento de sistemas híbridos, é um exemplo, em que em um único 

sistema é possivel carrear mais de um IA ou um outro nanomaterial com distintas propriedades.  

Tendo como exemplo, nanocarreadores poliméricos associados com quimioterápicos e 

nanopartículas magnéticas de óxido de ferro podem ser usados como um sistema de liberação 

controlado de ativos e servir como agente de contraste para diagnóstico de doenças na área 

médica (Grillo et al., 2016). No entanto, poucos desses transportadores híbridos são explorados 

para aplicação agrícola. A associação de NPs magnéticas com micro e nanoagroquímicos, por 

exemplo, pode fornecer vários benefícios para uma agricultura sustentável, uma vez que permite: 

i) direcionar nanopesticida para regiões mais específicas; ii) coletá-los através do uso de um 

campo magnético externo em caso de contaminação ambiental, caso necessário; iii) ser usados 

como micronutrientes, já que íons de ferro são essenciais para o funcionamento metabólico e 

fisiológico das plantas (Baldi et al., 2018). Além disso, Li mostraram que as nanopartículas de 

Fe e Fe3O4 podem aumentar a taxa de fotossíntese, o conteúdo de clorofila e a biomassa das 

plantas de milho 10 dias após a aplicação foliar, mostrando que sistemas nanopartículados 

magnéticos de óxido de ferro, podem promover o crescimento de plantas ( Li et al., 2020). 

Atrelado a isto, atualmente alguns nanopesticidass vêm sendo construídos com diferentes 

revestimentos (Zhao et al., 2017), os quais podem conferir ao carreador um novo perfil de 

liberação, bem como aumentar sua interação com organismos alvos, devido as suas diferentes 

cargas de superfície. Assim, neste trabalho foram preparados e caracterizados nanopesticidas 

poliméricos contendo o herbicida atrazina sem e revestidos com o polímero quitosana, a fim de 

criar um sistema de liberação magnético que possa ser responsivo a variação de pH e coletado 

do ambiente quando necessário, bem como avaliar sua cinética de liberação in vitro em diferentes 

pHs e compreender seu efeito ecotoxicológicos em macrofitas aquáticas da espécie Azolla 

Caroliniana. 
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1.1. Revisão da literatura  

1.1.1. Nanotecnologia e Agricultura 

A nanotecnologia é reconhecida pela Comissão Europeia como uma das suas seis 

“Tecnologias Capacitadoras” que contribuem para a competitividade sustentável, e o 

crescimento em vários campos de aplicação industrial (CE, 2012). As novas propriedades 

químicas e/ou físicas das partículas em nanoescala fornecem funções úteis para diferentes áreas 

do  conhecimento (ObservatoryNANO, 2011). Além disso, a nanotecnologia está surgindo como 

um meio de melhorar a sustentabilidade das operações agrícolas. O uso geral de nanomateriais 

(inorgânicos e orgânicos) para a agricultura foi recentemente revisado para fornecer uma 

compreensão geral das oportunidades e prioridades de pesquisa nesta área (Rodrigues et al., 2017 

e Raliya et al., 2018), bem como uma avaliação crítica da eficácia de pesticidas e fertilizantes 

nanoparticulados, em relação às formulações convencionais (Kah et al., 2018). 

De acordo com as principais análises de P&D, estudos envolvendo a aplicação de 

nanotecnologia na agricultura esta em andamento há quase uma década, em busca de soluções 

para vários desafios agrícolas e ambientais, como sustentabilidade, variedade melhorada de 

espécies e aumento da produtividade. Vários autores têm mostrado a tendência crescente de 

publicações científicas e patentes em nanotecnologia agrícola, especialmente para gerenciamento 

de doenças e proteção de culturas (Sastry et al., 2010; Gogos et al., 2012 e ObservatoryNANO, 

2011). Desta forma, os nanomateriais na agricultura visam, em particular, reduzir a quantidade 

de produtos químicos pulverizados por meio da entrega inteligente de ingredientes ativos, 

minimizar as perdas de nutrientes na fertilização (Gogos et al., 2012) e aumentar a produtividade 

por meio do gerenciamento e otimização de água e nutrientes. Ademais, dispositivos derivados 

da nanotecnologia, também estão sendo explorados no campo de melhoramento de plantas e 

transformação genética (Torney et al., 2007). 

A agricultura sustentável é suma importancia para alcançar a “Fome Zero”, que está entre 

os 17 objetivos de desenvolvimento sustentável das Nações Unidas. A produção e distribuição 

mundial de alimentos estão enfrentando um grande desafio devido ao aumento da população, 

mudanças climáticas, contaminação ambiental e maiores demandas de água e energia. A 

agricultura atual usa uma quantidade impressionante de recursos. Por exemplo, a produção 

agrícola anual global excede três bilhões de toneladas, o que requer 187 milhões de toneladas de 

fertilizantes, 4 milhões de toneladas de pesticidas, 2,7 trilhões de metros cúbicos de água (cerca 

de 70% de todo o consumo de água doce globalmente) e mais de dois quatrilhões de unidades 

térmicas britânicas (BTU) de energia, de acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO, 

2017). 
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Além disso, grandes proporções de pesticidas aplicados não atingem sua meta (por 

exemplo, dependendo do método de aplicação, entre 10 e 75% do IA não chegam ao seu alvo 

desejado (Aktar et al., 2009 e Pimentel, 2005), e o uso de pesticidas frequentemente resulta na 

contaminação de ambientes terrestres e aquáticos (Aktar et al., 2009; Pimentel, 2005 e 

ReliefWeb, 2017). Todavia, um dos principais motivadores para a aplicação da nanotecnologia, 

é a redução na quantidade de pesticida necessária para garantir a proteção da cultura, que pode 

ser alcançada de várias maneiras, como solubilidade aparente melhorada, liberação controlada, 

entrega direcionada, biodisponibilidade aprimorada, adesão aumentada da folha e melhor 

estabilidade do IA no ambiente (Kah et al., 2013). Na figura 1 temos um sistema convencional a 

várias aplicações do herbicida podendo fazer com que ultrapasse a concentração máxima segura 

do composto, enquanto para a formulação de liberação modificada, já não é observado com 

frequência. Além disso, os sistemas de liberação modificada podem trazer diversas vantagens 

como a: 

− Redução na quantidade de substância química necessária para o controle de pragas; 

− Diminuição no risco de contaminação ambiental; 

− Redução na quantidade de energia gasta, uma vez que se reduz o número de aplicações 

necessárias comparadas as formulações convencionais; 

− Aumento na segurança das pessoas responsáveis pela aplicação do produto no campo 

(Grillo R., 2011). 

 

Figura 1: Representação dos sistemas de liberação pelos métodos tradicionais versus 

liberação controlada. 

No entanto os processos tradicionais de fertilização e as necessidades nutricionais das 

plantas muitas vezes não coincidem. Por exemplo, existem situações em que até 70% dos 
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fertilizantes e herbicidas convencionais são perdidos, seja por lixiviação em solos, seja por 

volatilização. Além da redução na eficiência, a lixiviação excessiva de fertilizantes causa 

emissões gasosas perigosas e excesso de minerais na água que induz a eutrofização e consequente 

proliferação de espécies oportunistas, como excesso de plâncton e de algas. Assim, a adoção de 

estratégias tecnológicas de fertilização se faz necessária como forma de se evitar custos e perdas 

de nutrientes, podendo evitar a perda de nutrientes por rápida lixiviação. A liberação controlada 

condiciona o acesso aos nutrientes de uma forma mais lenta, uma vez que atrasa a disponibilidade 

destes para a absorção pelas plantas, ou que estende a sua disponibilidade para elas, de forma que 

se deseja que a liberação entre em sincronia com as necessidades nutricionais da planta. Um dos 

principais métodos para a produção de fertilizantes e herbicidas de liberação controlada é o 

encapsulamento do fertilizante solúvel em água com um material que seja insolúvel em água e 

que apresente microporos. Com isso, ocorre um controle da entrada e da saída, portanto controle 

da taxa de dissolução dos nutrientes, conciliando com as necessidades nutricionais da planta 

(Magalhães et al., 2013). 

Recentemente as pesquisas tem indicado que por meio da nanotecnologia é possível 

impactar positivamente o setor agroalimentar (Grillo, et al., 2021). Assim, novos nanomateriais 

baseados no uso de nanopartículas inorgânicas, poliméricas e lipídicas, tem sido sintetizados por 

diferentes técnicas (por exemplo, emulsificação, gelificação iônica, polimerização, oxirredução, 

etc). Além disso, eles podem ser aplicados no desenvolvimento de “nano” sistemas inteligentes 

para imobilização de nutrientes e pesticidas e sua liberação no solo. Esses sistemas têm a 

vantagem de minimizar a lixiviação, melhorando a absorção de nutrientes pelas plantas e 

mitigando a eutrofização (Fraceto et al., 2016). 

1.1.2. Sistemas carreadores de liberação de herbicidas 

Os sistemas de liberação controlada são tecnologias emergentes que têm atraído interesse 

comercial e científico global nos últimos anos. Esses sistemas são usados em áreas como 

medicina, cosméticos, engenharia, alimentos e agricultura (Guo et al. 2015). As vantagens da 

liberação controlada para a entrega de defensivos agricolas incluem redução da fitotoxicidade, 

perdas por lixiviação, volatilização, deriva (aplicação aérea) e degradação do solo, bem como 

maior segurança durante a aplicação (Aouada et al. 2015). No entanto, a liberação de agentes 

ativos das partículas carregadas ocorre, principalmente, por meio de difusão passiva, erosão da 

cápsula ou pressão osmótica, resultando em um controle deficiente da liberação de pesticidas 

(Guo et al. 2015). Portanto, os sistemas responsivos a estímulos são candidatos promissores para 

melhorar as propriedades de liberação controlada de defensivos agricolas, promovendo a 
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liberação inteligente e específica no local do ativo, em resposta a estímulos bióticos ou abióticos 

(Liang et al., 2017). 

O uso de pesticidas consiste em uma prática regular na agricultura comercial, e o 

desenvolvimento de pesticidas novos, eficientes e específicos para um determinado alvo é um 

processo contínuo. Portanto, um grande número de pesticidas é rastreado a cada ano (> 1 milhão 

de acordo com uma estimativa em 2009) (Resh e Cardé, 2009). Além da instabilidade físico-

química dos pesticidas sérias consequências na cadeia alimentar e na saúde humana podem ser 

gerados com a má utilização destes ativos. Impacto sobre as espécies não-alvo, é um exemplo, e 

a presença de pesticidas no meio ambiente resultam no desenvolvimento de resistência em ervas 

daninhas, insetos e patógenos (Rai e Ingle, 2012). No geral, os nanopesticidas conservam energia 

e água, pois são aplicados em menor quantidade e com menos frequência do que os pesticidas 

convencionais, além de aumentarem a eficiência dos pesticidas e a produtividade da cultura, por 

meio de rendimentos mais elevados e menores custos de insumos, reduzindo o desperdício e os 

custos de mão de obra (Ragaei e Sabry, 2014) 

Existem diferentes tipos de formulações de nanopesticidas, e vários estudos indicaram 

sua eficácia contra uma ampla gama de pragas. Como por exemplo, tem-se a nanoemulsão à base 

de surfactante que foi descrita por Wang (2018) como um sistema de entrega para o piretróide 

beta-cipermetrina, insolúvel em água. Já Kumar e colaboradores 2013, demostraram a uma maior 

captação do inseticida permetrina na nanoformulação, do que a forma comercial contra Aedes 

aegypti. Além disso, os efeitos adversos nas bactérias e plantas do solo foram reduzidos no caso 

dos nanposticidas (Kumar et al., 2013). 

Quando usados em formulações agroquímicas, esses carreadores sensíveis podem 

permitir a liberação de compostos ativos em resposta a estímulos abióticos ou bióticos como luz, 

pH, temperatura, campo magnético, enzimas, entre outros (Wang et al., 2016; Goponenko et al., 

2016). Os sistemas de liberação controlada por estímulo, podem ser preparados usando polímeros 

naturais (como alginato, ciclodextrina e amido), e polímeros sintéticos (como quitosana, 

carboximetilcelulose e etilcelulose) e sílicas, devido à sua ampla disponibilidade e 

biodegradabilidade (Neri-Badang et al., 2019). Recentemente, os portadores baseados em 

pilararenos e curcubit [n] urils foram estudados na aplicação de pesticidas e herbicidas, devido à 

sua capacidade de resposta a estímulos ambientais (Li et al., 2019; Shangguan et al., 2019 e Gao 

et al., 2018). 

Os sistemas de liberação de nanocarreadores, que respondem às mudanças de pH, são 

baseados na presença de grupos funcionais ionizáveis na estrutura do carreador, como 

pirimidinas, carboxilatos, aminas, fosfatos e sulfonatos (Gao et al., 2019 e Tao et al., 2019). Em 

determinados valores de pH, dependendo do pKa do portador ou da molécula química, os grupos 
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funcionais apresentam uma carga, que pode ser positiva ou negativa, resultando em interações 

eletrostáticas. Os tamanhos dos portadores sensíveis ao pH podem ser modificados pelo inchaço 

(entumescimento), ou achatamento das macromoléculas em resposta às mudanças no pH do meio 

circundante (figura 2). Existem, essencialmente, dois tipos de materiais sensíveis ao pH: aqueles 

com grupos ácidos na estrutura (–COOH e −SO₃H) e aqueles com grupos básicos (–NH₂), que 

aumentam de volume em pH básico e ácido, respectivamente. Logo, a resposta pode ser a mesma, 

mas o estímulo aplicado é diferente (Kocak et al., 2016 e Reyes-Ortega et al., 2014). 

 

Figura 2: Liberação de substâncias promovidas pela modificação na estrutura do carreador 

em resposta a algum estímulo externo, tais como mudanças de pH ou temperatura. Fonte: 

Antunes, D., 2019. 

A literatura relata o desenvolvimento de vários nanocarreadores responsivos ao pH (Neri-

Badang , 2019; Chauhan et al., 2017; Choudhary et al., 2017; Liang et al., 2018). Para este tipo 

de sistema, uma molécula química específica, como um pesticida, pode ser encapsulada devido 

a interações químicas (iônicas ou covalentes), ou ser presa em uma malha polimérica dentro do 

sistema durante a formação de nanopartículas (Sarmento et al., 2006; Fan et al., 2012). Um 

exemplo clássico de um sistema nanocarreador responsivo ao pH é baseado em alginato e 

quitosana (Maruyama et al., 2016). A cadeia de polímero de alginato contém grupos carboxílicos 

(pKa 4,8), portanto, em pH acíma de 4,9, o polímero é desprotonado (Patel et al. 2018) e possui 

carga negativa. A quitosana é rica em grupos amina (pKa 6,3), então em pH ácido ela é protonada, 

com grupos funcionais carregados positivamente (Wu et al., 2019). 

Uma outra maneira de deixar um carreador de liberação inteligente, consiste em uma 

mistura de dois componentes (ou mais) em uma formulações híbridas, como é o caso da 

associação de nanopartículas inorgânicas em nanocarreadores orgânicos. Este tipo de sistema 

propõe, que são capazes de liberar uma grande quantidade do ingrediente ativo por mais tempo 

se comparado com outros sistemas, e ainda sugere que a eficiência da liberação de pesticidas 

pode ser ainda maior. Por exemplo, para sistemas carreadores de pesticidas associados com 

nanopartículas de óxido de ferro, além da propriedade magnética do materiais (como 

demonstrados por Forini et al., 2021 e Xiang et al., 2017), pode permitir uma maior taxa de 
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absorção pelas plantas e utilizar o material inorgânico como macro ou micronutrientes 

(SCHROEDER et al., 2019), uma vez que a disponibilidade de ferro para as plantas pode 

desempenhar um papel crucial no aumento da produtividade da cultura devido ao seu papel na 

fotossíntese, respiração, metabolismo do nitrogênio, manutenção do sistema redox da planta, 

biossíntese de hormônios, etc. 

1.1.3. Poli (e-caprolactona) 

O poli (e-caprolactona) é um poliéster alifático linear biodegradável amplamente 

utilizado para engenharia de tecidos, biomédica, alimentos e outras aplicações industriais (Dash 

e Konkimalla, 2012; Duncan, 2011). O PCL, geralmente, exibe uma baixa taxa de degradação 

em solução aquosa, com produtos de degradação não tóxicos. Mesmo que sua hidrofobicidade 

não possa promover e permitir a adesão celular, é possível tratar a amostra de forma a modificar 

sua superfície sem afetar a sua estrutura fibrosa, e diferentes tipos de tratamentos já foram feitos 

na literatura (Zhu et al., 2015; Marletta et al., 2007 e Castro, 2007). Também é possível adicionar 

PCL com outros polímeros, a fim de modular suas propriedades (Da Silva et al., 2008). 

 

Figuro 3: Representação estrutural do polimero de poli epsilon-caprolactona. 

PCL vem sendo estudado para sistema de liberação modificada de defensivos agricolas, 

tais como o herbicida atrazina (GRILLO et al., 2012; PEREIRA et al., 2014a). Com o uso de 

nanopartículas de PCL levou ao desenvolvimento de abordagens eficazes para o controle de 

pragas. Para ser usado em preparos de novas formulações, como inseticidas, pesticidas e 

repelentes de insetos (Khoobdel et al., 2017).Por exemplo, nanocápsulas de PCL associadas ao 

herbicida atrazina demonstraram elevada eficiência de encapsulação (acima de 90%) e alta 

estabilidade físico-química, bem como uma liberação modificada do herbicida (GRILLO et al., 

2012; PEREIRA et al., 2014a), e maior efeito herbicida (Oliveira ed al., 2015). 

1.1.4. Quitosana 

A quitosana (CS) é um elemento estrutural do exoesqueleto de crustáceos e insetos e pode 

ser produzida pela desacetilação da quitina. Tal molécula possui pKa 6,5, o que faz com que em 

pH ácido seus grupos aminas primários estejam protonados e em pH básico, desprotonados 

(Zelenkova et al., 2018). Esta característica confere uma propriedade muito interessante a esta 
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molécula, uma vez que em meio ácido a quitosana pode-se ligar aos grupos carboxílicos presentes 

nas extremidades das nanopartículas de PCL, sendo capaz de revesti-las (Grillo et al., 2014b). 

Em contrapartida, em pH básico as moléculas desprotonadas da quitosana, deixam de interagir 

eletrostaticamente com as nanopartículas de PCL. Portanto, esta característica da CS, poderá 

modular a liberação do ativo das nanopartículas em questão. Alguns trabalhos mostram esta 

capacidade da quitosana em regular a liberação de ativos em diferentes pH, para distintos 

nanocarreadores (Wu et al., 2016), entretanto muitos destes estudos são para a área médica, sendo 

utilizado na forma de géis, filmes, películas e membranas, por ter uma estrutura química com 

características únicas como: biodegradábilidade, biocompatíbilidade, baixa toxidade e facilidade 

de processamento (Sousa et al. 2019). Assim, neste trabalho desenvolvemos um sistema de 

liberação inteligente que possa modular a liberação do herbicida atrazina em função do pH, 

através deste revestimento de quitosana. 

 

Figura 4: Representação estrutural da quitina e quitosana. Fonte: Wang, X., 2005) 

1.1.5.  Nanopartículas magnéticas de óxido de ferro 

Uma outra maneira de deixar um carreador de liberação inteligente, consiste em uma 

mistura de dois componentes (ou mais) em uma formulações híbridas, como é o caso da 

associação de nanopartículas inorgânicas em nanocarreadores orgânicos. Este tipo de sistema são 

capazes de liberar uma quantidade conhecida do ingrediente ativo se comparado com outros 

sistemas, e ainda sugere que a eficiência da liberação de pesticidas pode ser ainda maior. Por 

exemplo, para sistemas carreadores de pesticidas associados com nanopartículas de óxido de 

ferro, além da propriedade magnética dos materias (como demonstrados por Forini et al., 2021 e 

Xiang et al., 2017) pode permitir uma maior taxa de absorção pelas plantas, uma vez que utiliza 

o material inorgânico como macro ou micronutrientes (SCHROEDER et al., 2019), já que a 

disponibilidade de ferro nas plantas pode desempenhar um papel crucial no aumento da 

produtividade da cultura devido ao seu papel na fotossíntese, respiração, metabolismo do 

nitrogênio, manutenção do sistema redox, biossíntese de hormônios, etc. 

Quitina Quitosana 
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1.1.6. Efeito ecotoxicológico de  nanopesticidas 

Embora vários estudos tenham sido realizados em nanopesticidas para entender sua 

eficiência em organismos-alvo, (de Oliveira et al., 2018, Grillo et al., 2014, Pascoli et al., 2020), 

também é obrigatório avaliar seus efeitos em espécies-não alvo. Por exemplo, o timol (um 

monoterpeno com atividade biocida contra fungos, bactérias, algumas pragas agrícolas e larvas 

de mosquitos) quando encapsulado em nanopartículas foi possível continuar com o seu efeito 

biocida e reduzir os seus efeitos tóxicos sobre organismos aquáticos e terrestres (Pereira et al. 

2020). 

A avaliação de risco da União Européia sobre os nanopesticidas no ambiente segue, 

atualmente, o paradigma geral para espécies não-alvo, e nenhum teste específico foi desenvolvido 

até o momento (Grillo et al., 2021). Portanto, a avaliação de riscos dos nanopesticidas, deve 

considerar tanto a natureza química quanto a forma em nanoescala dos carreadores (orgânico, 

inorgânico ou híbrido) (Grillo et al., 2021). Além disso, Kah e colaboradores 2018 destacam a 

ausência de dados em termos de resultados comparáveis sobre os efeitos dos ingredientes ativos 

(IA), formulações de produtos comerciais convencionais e as nanoformulações correspondentes 

(Kah et al., 2018). Além disso, os diferentes estados possíveis dos nanopesticidas no ambiente 

(como partícula única, agregação, aglomeração, parcialmente dissolvido/degradado e totalmente 

dissolvido) (Skjolding et al., 2016), bem como a persistência do IA no nanocarreador (por 

exemplo, rápido, moderado, lento ou sem liberação), especialmente nas condições experimentais, 

devem ser melhor avaliadas (Walker et al., 2018). Portanto, métodos de teste adicionais 

relevantes, que incluam testes de exposição de longo prazo devido à alta persistência no ambiente 

são necessários, tais como experimentos que tratem sobre o ciclo de vida completo do organismo 

(Bicho et al., 2017a), multigeracional (Bicho et al., 2017b), estudos metabólicos (Matich et al., 

2019) e multiespécies ou testes de nível de mesocosmos (Mendes et al., 2018). Uma lista 

detalhada e perspectivas são relatadas em (Amorim et al. 2016). 

1.1.7. Estudo em macrófitas 

Vários autores têm considerado as macrófitas aquáticas na perspectiva de plantas 

indesejáveis devido ao seu rápido crescimento, as quais muitas vezes invadem lagos e causam 

problemas ambientais. Por outro lado, o seu poder de proliferação pode ser gerenciado 

adequadamente, sendo que sua capacidade de absorção de nutrientes e a bioacumulação de outros 

compostos da água a tornam uma ferramenta útil no tratamento de efluentes. No mundo e 

particularmente na Ásia, os agricultores produzem e colhem plantas aquáticas para diferentes 

fins, incluindo inclusive na fonte de alimento animal (Islam e Nishibori 2017). 
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As macrófitas são vegetais aquáticos de importância ecológica, pois participam do 

funcionamento dos ecossistemas, sendo capazes de estabelecer uma forte ligação entre o sistema 

aquático e o ambiente terrestre (Trindade et al. 2010). Tais organismos, podem ser utilizados de 

diversas formas, incluindo o uso do excesso da biomassa das macrófitas aquáticas de 

reservatórios para a formulação de medicamentos na fitoquímica, fertilizantes orgânicos para 

agricultura, biogás, ração animal, tratamento de efluentes (Pompêo, 2017). Além disso, a 

presença das macrófitas no ambiente aquático pode refletir em uma maior abundância de 

organismos vivos, animais e vegetais (Esteves, 2011), atuando como liberadores de nutrientes do 

sedimento por suas raízes e liberando-os na água, através de sua excreção ou durante sua 

decomposição (Maraschin-Silva et al. 2009). Uma ampla gama de macrófitas aquáticas são 

resistentes a poluentes e eficazes para extrair e remover vários contaminantes ambientais (por 

exemplo, pesticidas, metais pesados, derivados petroquímicos, nanomateriais e outros materiais 

prejudiciais) (Escoto et al., 2019; Goswami e Das, 2018). Nesse contexto, desenvolvemos um 

sistema híbrido magnético de liberação controlada do herbicida atrazina e, avaliamos seus efeitos 

tóxicos na fotossíntese em organismos não-alvo, como a macrófita samambaia d'água (Azolla 

CarolinianaWilld. (Pteridophyta: Azollaceae)) (Figura 5). 

 

Figura 5: Plantas de samambaia d'água (Azolla caroliniana Willd. (Azollaceae). Fonte: 

Autoria próprio. 

 

Atrelado a isto, a atrazina, um herbicida de tipo triazinico (Figura 6), foi adotado como 

modelo neste estudo, devido ao seu elevado uso em milho e cana-de-açúcar como protetor de 

cultura, e sua lenta degradação no meio ambiente, o que torna ele um potencial contaminante 

para o solo, água e alimentos, além de efeitos nocivos para as espécies não-alvo e saúde humana. 

Assim, o desenvolvimento de sistemas de liberação sustentada, baseados em micro ou 

nanotecnologia, tornou-se uma alternativa promissora para reduzir os impactos negativos desse 

herbicida no meio ambiente. Por exemplo, alguns estudos mostraram que micro/nanopartículas 

carregadas de atrazina proporcionaram benefícios potenciais em comparação com a forma não 

encapsulada, como a redução da genotoxicidade de espécies não-alvo por exemplo, Lactuca 
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sativa (Grillo et al. 2010) e Allium cepa (Grillo et al. 2012), bem como, melhorou a atividade 

herbicida pós-emergência contra espécies-alvo como por exemplo, Brassica juncea (Oliveira et 

al. 2015) e Raphanus raphanistrum (de Oliveira et al. 2015). 

 

Figura 6: Representação estrutural da atrazina. 

Portanto, neste estudo foram desenvolvidas nanopartículas de óxido de ferro (Fe₃O₄@OA 

NPs) encapsuladas em nanocarreadores de PCL, com o objetivo de reduzir os impactos negativos 

deste herbicida no ambiente, através de um sistema de liberação responsivo ao pH. Além disso, 

foi possível criar novos sistema de entrega de herbicida com cargas distintas, com potencial de 

serem controlados pelas suas propriedades magnéticas ou servir como reforço nutrticional para 

plantas não-alvo. 
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2. OBJETIVOS 

O presente trabalho teve como principal objetivo preparar e caracterizar nanocarreadores 

poliméricos magnéticos para o herbicida atrazina com e sem revestimento de quitosana. Além 

disso, estudou-se a cinética de liberação in vitro do herbicida atrazina em diferentes valores de 

pHs para cada formulação, bem como avaliou-se sua capacidade de recuperação em diferentes 

matrizes ambientais e seu efeito ecotoxicológico em plantas aquáticas. 

2.1.Objetivos especificos  

• Padronização da metodologia analítica para quantificação do herbicida atrazina por UV-

Visível; 

 

• Planejamento fatorial dos nanopesticidas híbridos; 

 

• Preparar nanopartículas magnéticas; 

 

• Preparar nanocarreadores híbridos (PCL); 

 

• Caracterização físico-química dos nanocarreadores; 

 

• Cinética de liberação in vitro; 

 

• Estudos das propriedades magnéticas; 

 

• Efeito da ecotoxicidade em plantas aquáticas.  
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1.Materiais 

O estudo foi desenvolvido na Universidade Estadual Paulista no Campus de Ilha 

Solteira/SP, no Departamento Física e Química. Por tanto foram utilizador os seguintes materiais 

para pequisa: Poli-ε-caprolactona (PCL) - Sigma®, Atrazina (ATZ) (grau de pureza 95%) - 

Pestanal®, Clorofórmio - Synth®, Myritol® 318 - Spectratec, Poli(álcool vinílico) - Sigma®, 

Cloreto de ferro (III) hexa-hidratado - Sigma®, Cloreto de ferro (II) tetra-hidratado - Sigma®, 

Quitosana (MM 27 kDa, grau de desacetilação: 75-85%) - Sigma®, Hidróxido de sódio - 

Dinâmica, Ácido bórico - Synth®, Cloreto de potássio - Synth®, Biftalato de potássio - Synth®, 

Fosfato de potássio - Dinâmica. A água deionizada utilizada nesse procedimento foi obtida por 

meio do equipamento de osmose reversa com a condutividade elétrica de 18,2 Ωm-2. Demais 

reagentes foram obtidos em grau analítico de fornecedores locais. 

3.2.Métodos 

3.2.1. Padronização do herbicida pela técnica de UV-VIS 

As curvas de calibração foram realizadas em espectrofotômetro Cary 50 (Varian). Para a 

análise quantitativa do herbicida ATZ foram preparadas soluções de concentrações de 0,5 a 10 

mg/L e analisadas em triplicata, no comprimento de onda de absorção máxima do composto (223 

nm), obtido através de uma varredura desde a região do visível ao ultravioleta (UV). Todas as 

concentrações utilizadas para determinação da curva de calibração foram ajustadas de modo a 

apresentarem absorbância menor que 1. Após a determinação das absorbâncias nas diversas 

concentrações, foi construído um gráfico absorbância em função de concentração do herbicida e 

em seguida realizou-se a análise do comportamento matemático da curva (regressão linear), 

utilizando o programa Prisma 6.0. Além disso, o limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

foram realizadas a partir de dados obtidos com a regressão linear da curva analítica e aplicados 

às Equações 1 e 2, respectivamente (ANVISA, 2003). 

LD =
DP X 3

IC
                                                                                          Eq. (1) 

LQ =
DP X 10

IC
                                                                                        Eq. (2) 

Onde, DP é o desvio padrão do intercepto com o eixo y e IC é a inclinação da curva analítica 

média. 
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3.2.2. Planejamento fatorial 

O planejamento fatorial é empregado para se obter as melhores condições operacionais 

de um sistema em estudo, a fim de realizar um número menor de experimentos quando 

comparado com o processo univariado de otimização (De Barros et al., 2003). Tal metodologia 

determina quais fatores têm efeitos relevantes na resposta de um analito e, também, como o efeito 

de um fator varia com os níveis dos outros fatores. Além disso, permite medir as interações entre 

diferentes fatores, os quais são os principais componentes de muitos processos de otimização. 

Sem o uso de planejamentos fatoriais de experimentos, importantes interações de fatores não 

poderiam ser detectadas e a otimização máxima do sistema pode levar mais tempo para ser 

alcançada (Reis et al., 1999). 

Baseado nisto, foi estudado um planejamento fatorial com ponto central de 2³ para os 

nanopesticidas, a fim de obter formulações com as melhores estabilidades físico-químicas. 

Assim, foi levado em consideração a quantidade de PCL utilizada para o preparo da formulação, 

o volume de nanopartículas de Fe3O4 e, por fim o tempo de sonicação (min). O planejamento 

fatorial com ponto central de 2³ está apresentado na Tabela 2, no qual os fatores estão 

representados da seguinte maneira: nível inferior (-), ponto central (0) e nível superior (+). Para 

o tratamento dos dados foram utilizados os programas de estatística: Statística Software versão 

13.5.0.17 e Minitab 14, que também foram empregados para obter efeitos, coeficientes e desvio 

padrão dos coeficientes, gráficos dos efeitos padronizados, gráfico de Pareto e as superfícies de 

respostas e de outros parâmetros estatísticos dos modelos ajustados. 

 

Tabela 2: Planejamento fatorial de ponto central 2³ 

Níveis Fatores PCL (mg) Fe₃O₄ (µL) Tempo (minutos) 

Nível inferior − 400 100 5 

Ponto central 0 600 550 7,5 

Nível superior + 800 1000 10 

Fonte: Autoria propria. 

 

Portanto, um ponto relevante do planejamento fatorial é que garante maior controle dos 

resultados, permitindo assim, uma combinação de todas as variáveis em todos os níveis, obtendo 

análise de uma variável, sujeita a todas as combinações das demais. 
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3.2.3. Síntese das nanopartículas inorgânicas 

3.2.3.1. Síntese de nanopartículas superparamagnéticas de óxido de Fe estabilizadas com 

ácido oleico 

 

Nanopartículas superparamagnéticas (Fe3O4@OA NPs) foram sintetizadas utilizando o 

método de cooprecipitação descrito por (JADHAV et al., 2013), que consiste na adição de 15 g 

de cloreto de ferro (III) hexa-hidratado e 9,2 g de cloreto de ferro (II) tetra-hidratado em 250 mL 

de água Milli-Q e agitação por 10 min a 50 ° C. Após 10 min, NH₄OH (12 mol.L−1) foram 

adicionados à solução, resultando em um precipitado escuro de Fe₃O₄. Em seguida foram 

adicionados 2,5 mL de ácido oleico a mistura, e então foi aquecida a 80°C durante 1 h. O Excesso 

de NH₄OH e ácido oleico foi removido por isolamento magnético do precipitado, utilizando um 

imã durante 15 minutos e subsequente redispersão em clorofórmio. O procedimento de lavagem 

foi repetido cinco vezes com água Milli-Q e quatro vezes com clorofórmio. Por fim as 

nanopartículas de Fe₃O₄@OA (contendo 337,7 mg/L de Fe) foram armazenadas em frasco âmbar 

à temperatura ambiente. 

3.2.3.2. Síntese dos nanocarreadores poliméricos (PCL) 

 

O preparo dos nanoherbicidas foi realizado segundo o método descrito por (Grillo, R. et 

al., 2016) com modificações. O método envolve duas misturas de fases, uma orgânica e outra 

aquosa. A fase orgânica é constituída por diferentes quantidades de PCL (mg) e Fe3O4 NPs (mL) 

como demostrado na Tabela 1, 20 mL de solvente orgânico (clorofórmio), 200 mg de óleo 

(triglicerídeos de ácido cáprico e caprílico - Miglyol® 810) e 10 mg de herbicida (atrazina). Na 

fase aquosa temos 50 mL de água deionizada com a adição de 150 mg de PVA, dissolvendo sobre 

agitação magnética a 60°C por 40 minutos. Após as dissoluções das duas fases, é inserida a fase 

orgânica na fase aquosa e assim foi levada ao sonicador de ponteira ultrassônico - Ecos-sonics®, 

por diferentes tempos (Tabela 1). Em seguida, o solvente orgânico foi evaporado sob pressão e 

reduzido, sendo utilizado o Evaporador rotativo - MA120 - Marconi®. A formulação de 

nanoherbicida foi evaporada até um volume final de 20 mL e, a concentração de herbicida nas 

formulações após evaporação foi de 0,5 mg/mL. As formulações foram armazenadas em frascos 

âmbar a temperatura ambiente (30°C). 
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Esquema 1. Representação esquemática do preparo dos carreadores poliméricos 

nanoestruturados. Fonte: Autoria propria. 

3.2.4. Revestimento dos nanocarreadores com quitosana 

O preparo da solução de quitosana para revestir os nanocarreadores, foi efetuado a partir 

de 5,7 mL de Ácido acético - Synth®, 100 mL de água deionizada e 50 mg de quitosana, sendo 

preparada sob agitação por 24 horas. Em seguida, a solução foi filtrada em filtro Nylon 0,22. 

Dessa forma, sob agitação magnética foram colocados 5 mL da formulação de nanoherbicida e a 

mesma quantidade da solução de quitosana, com o auxílio de uma pipeta, objetivando o 

revestimento dos nanoherbicidas magnéticos com quitosana. 

 

Esquema 2: Representação esquemática do preparo e revestimento dos nanoherbicidas. 

Fonte: Autoria propria. 
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3.2.5. Preparo das soluções tampões 

Soluções tampões foram preparadas para os ensaios de liberação in vitro dos 

nanocarreadores. Assim, foi necessária a realização de uma mistura de um ácido fraco com uma 

base conjugada. Desta forma, uma solução de hidróxido de sódio foi preparada e assim utilizada 

para todas as demais soluções de bfatalato de potássio, fosfato de potássio e ácido bórico com 

cloreto de potássio, nas proporções mostradas na Tabela 1, para os devidos valores de pH.  

Tabela 1: Padronização do pH. 

Soluções  Volume 

(mL) 

Solução de 

NaOH (mL) 

pH 

Bftalato de potássio 50 0,40 4,0 

Fosfato de potássio 50 29,63 7,0 

Ácido bórico e cloreto de 

potássio 

50 43,90 10,0 

Fonte: Morita, Tokio – 2007. 

Após a adição da solução de hidróxido de sódio nas demais soluções, acrescentou-se água 

deionizada para completar o volume final de 100 mL. 

3.2.6. Caracterização físico-química dos nanoherbicidas magnéticos  

3.2.6.1 Espalhamento dinâmico de luz  e potencial zeta 

O espalhamento dinâmico de luz (DLS) foi utilizado para análise da distribuição de 

tamanho, e índice de polidispersão (PDI) dos nanopesticidas híbridos, e a técnica de 

microeletroforese capilar foi empregada para quantificar o potencial zeta (carga de superfície) 

das nanoformulações geradas pelo planejamento fatorial. A formulação com melhor estabilidade 

coloidal, ou seja, menor tamanho, PDI e elevado potencial zeta, foi escolhida para continuar os 

estudos.  

O DLS, é uma técnica bem estabelecida que avalia o raio hidrodinâmico de 

nanopartículas, baseada nas flutuações de intensidade de luz espalhadas em determinado ângulo. 

A luz é dispersada por partículas com tamanho menor ou igual ao comprimento de onda delas, 

assim quando o feixe de laser atinge partículas pequenas, ocorre espalhamento em todas as 

direções sem perda ou ganho de energia por meio da dispersão de Rayleigh (ROCHA et al.; 

2010). Por esta análise é possivel avaliar a distribuição de tamanho e o PDI das nanopartículas.  

O potencial zeta refere-se ao potencial de superfície das partículas, no qual é influenciado 

pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em razão da dissociação de grupos 
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funcionais na superfície da partícula ou da adsorção de espécies iônicas presentes no meio aquoso 

de dispersão, um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma boa 

estabilidade físico-química da suspensão coloidal (REZENDE et al., 2003). As formulações de 

nanoherbicida magnético foram diluídos em água Milli-Q (1:1000) e as amostras foram 

analisadas em temperatura ambiente. 

3.2.7. Rastreamento de nanopartículas  

O rastreamento de nanopartículas (NTA) é um método que permite a visualização de NPs, 

e utiliza propriedades de espalhamento de luz e movimento browniano para fornecer a 

distribuição de tamanho e contagem das partículas em suspensão líquida (PATTY, P. J.; 

FRISKEN, 2006). A técnica foi utilizada para determinar a concentração e distribuição de 

tamanho dos nanopesticidas híbridos. Assim, por intermédio de um feixe de laser que atravessa 

o compartimento da amostra, as partículas em suspensão espalham a luz, e a visualização ocorre 

por um microscópio e uma câmera de vídeo acoplada. Esta câmera captura o vídeo das partículas 

em movimento browniano, e pela equação de Stokes-Einstein (Equação 3) (PATTY, P. J.; 

FRISKEN, 2006) pode-se calcular o diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas.  

  

                                        
D

kT
Hd

3
)( =                                                             Eq. 3 

 

No qual, d(H) é o raio hidrodinâmico, K é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, 

η é a viscosidade da amostra (3) e D o coeficiente de difusão.  

 

O rastreamento de nanopartículas foi realizado por meio de uma célula NanoSight LM 10 

(laser verde, 532 nm), e uma câmera sCMOS usando software NanoSight versão 3.1. As 

formulações de nanoherbicida magnético foram diluídos em água Milli-Q (1:1000) e 1 mL da 

amostra foi analisada por 5 vídeos de 90 segundos cada. Esta técnica foi importante para 

quantificar a concentração de partículas das nanoformulações, bem como comparar com a 

distribuição de tamanho das análises de DLS. Estas análises, assim como as análises de DLS 

foram realizadas no Laboratório de Nanotecnologia Ambiental em colaboração com o Prof. Dr. 

Leonardo F. Fraceto, UNESP-Sorocaba. 

3.2.8. Microscopia eletrônica de varredura  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é uma ferramenta útil na investigação da 

superfície de uma amostra, que é varrida com um feixe de elétrons e, o feixe refletido é coletado, 
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sendo exibido na mesma taxa de varredura sobre um tubo de raio catódico. A caracterização por 

microscopia eletrônica de varredura é de fundamental importância pois produz imagens que 

passam informações topográficas da superfície do material analisado (CALLISTER JUNIOR, 

2008). Dessa forma, os nanopesticidas magnéticas foram analisados por MEV, a fim de avaliar 

sua distribuição de tamanho e morfologia. As nanoformulações foram diluídas (1:1000) e 

gotejadas em um suporte de silício, previamente limpo e, foram secas durante 24 horas em 

dessecador contendo Na2SO4. Posteriormente, as amostras receberam uma fina camada de ouro, 

e foram levadas ao MEV. As micrografias foram obtidas por um microscópio eletrônico de 

varredura, modelo EVOLS15 da marca Carl Zeiss, do DFQ, UNESP Campus de Ilha Solteira. 

 

3.2.9. Espectroscopia na região do infravermelho 

A espectroscopia na região do infravermelho (FTIR) é uma técnica fundamentada no 

aumento da energia de vibração, ou de rotação associado à uma ligação covalente, em que esse 

aumento resulta numa variação do momento dipolar da molécula. Portanto, os movimentos 

vibracionais de uma molécula, ativos no infravermelho, e que dão origem as absorções, são 

descritas dos tipos de vibrações de estiramento (ν) – movimentos ao longo do eixo de ligação, 

aumentando ou diminuindo a distância interatômica, e vibrações de deformações angulares (δ), 

caracterizadas por alterações no ângulo entre as ligações (PAVIA, D.et al., 2012). É uma técnica 

de grande importância na análise química, sendo largamente utilizada na identificação e 

elucidação estrutural de diferentes substâncias, como por exemplo, no controle e 

acompanhamento de reações e detecção de impurezas (CHART et al., 2004). Os espectros na 

região do infravermelho foram obtidos com a utilização de um espectrofotômetro, Nicolet 5DXB 

FT-IR (Nicolet Instruments, Madison, Wi) instalado no DFQ – UNESP Ilha Solteira. As pastilhas 

utilizadas na análise foram feitas a partir da mistura de brometo de potássio (KBr) e amostra 

suficiente para compor 1% (m/m) da mistura foi macerada até ficar totalmente uniforme. Para a 

obtenção dos espectros FTIR foi empregado, para cada amostra, um mínimo de 64 varreduras 

numa resolução de ± 4 cm-1 , na faixa de 4000 a 400 cm-1. Dessa forma, observamos as alterações 

nas bandas de absorção dos espectros de absorção, a fim de correlacioná-las com interações entre 

os nanocarreadores híbridos e o herbicida atrazina. 

3.3.Eficiência de encapsulação 

A eficiência de encapsulação é considerado um dos principais parâmetros que avalia a 

quantidade de ativo aprisionado na nanopartículas. Este parâmetro foi analisado a partir de um 

método indireto, calculando a diferença entre a quantidade total de pesticida usada para preparar 
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as partículas e a quantidade de pesticida livre presente no sobrenadante das partículas (KAMBA 

et al., 2013). A formulação foi centrifugada a 6000 rpm por 30 minutos em dispositivo de 

ultrafiltração/centrifugação, a fim de  separar as partículas e a quantidade de atrazina livre 

presente no sobrenadante da solução. O sobrenadante foi medido no comprimento de onda de 

223 nm em um espectrofotômetro UV-Vis, usando a curva padrão previamente validada. A 

eficiência de encapsulação do pesticida teve o cálculo a partir dessa equação:  

 

𝐸𝐸% = [
massa total de pesticida−massa de pesticida não encapsulado

massa total de pesticida
] 𝑥 100      Eq. 4 

 

3.4.Ensaio de liberação in vitro e modelo matemático 

Para verificar a cinética de liberação da ATZ livre e associada aos nanocarreadores foi 

utilizado um modelo de dois compartimentos (um compartimento doador e outro aceptor), unidos 

por uma membrana de celulose (Spectrapore, com poro para exclusão molecular de 1 KDa.). As 

nanoformulações foram dispostas no compartimento doador (1,0 mL) enquanto o compartimento 

receptor contendo o solvente (50 mL de tampão em pH 4, 7 ou 10). Assim, sob agitação leve 

alíquotas de 2 mL foram retiradas para análises e reposta no mesmo recepiente, no intervalos de 

tempo, durante 1950 min e foram quantificadas por espectroscopia de UV-Vísivel e os dados 

resultantes, plotados em porcentagem de liberação em função do tempo. Nas formulações, o 

ingrediente ativo está protegido pela matriz, seja ela de qualquer natureza, sendo protegido contra 

ataques de agentes e processos microbianos e ambientais como, luz, oxigênio e hidrólise. Além 

disso, este pefil de liberação faz com que o ativo demore mais tempo para ser liberado, tendo 

como consequência direta o uso de doses menores de pesticidas no campo, menor número de 

aplicações, e assim, menor toxicidade e contaminação do meio ambiente (KOLI et al., 2015; 

SANDHYA et al., 2017). O modelo de Korsmeyer-Peppas (Tabela 3) foi aplicado na curva de 

calibração, a fim de se compreender o processo de liberação do herbicida nos diferentes 

nanocarreadores desenvolvidos. 

 

Esquema 3: Representação esquemática da liberação do ativo. Fonte: Autoria propria. 
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Tabela 3: Modelos cinéticos aplicados ao perfil de liberação da atrazina nos diferentes 

nanopesticidas híbridos. 

 

Modelo Cinético Equações Matemáticas* 

Korsmeyer-Peppas Qt/Q∞= ktn 

* onde Qt : Qt é a quantidade de herbicida liberada em um determinado tempo tn, Q∞ é a 

quantidade de herbicida liberada em um tempo infinito, k é a constante cinética de liberação de 

acordo com cada modelo e n é o expoente de liberação.  

 

3.5. Estudo das propriedades magnéticas das formulações 

Conhecer a forma com que os nanopesticidas liberam ativos no ambiente ainda é um 

grande desafio. Além disso, poucos sistemas de liberação de pesticidas têm a capacidade de 

serem coletados em matrizes ambientais, caso haja algum episódio de contaminação ambiental, 

por exemplo. Portanto neste estudo NPs/PCL_Fe₃O₄ foram inseridas em matrizes complexas 

(água e solo), e assim avaliou-se sua capacidade de recuperação utilizando um campo magnético 

simples (imã de neodímio (50 × 50 × 24-N50). 

O solo é um material resultante de vários processos físicos e químicos que difícultam o 

entendimento do destino de nanopesticidas no ambiente. Portanto, para este experimento foi 

retirado todo material magnético já existentes no solo, a fim de não causar interferências no 

estudo. Assim, o solo proveniente do município de Ilha Solteira SP, foi dividido em seis amostras 

contendo 30 g cada em placas de petrti. Para cada uma dessas amostras foram aplicados volumes 

pré-determinados de formulação de NPs/PCL_Fe₃O₄, sendo uma delas destinada ao controle no 

qual não houve a aplicação de NPs. Após a aplicação dos nanopesticidas, as amostras foram 

pesadas obtendo assim o valor da massa úmida, secas em estufa a 80ºC, e  novamente pesadas 

para adquirir o valor da massa seca. Logo em seguida, um imã de neodímio foi aproximado ao 

solo contendo as NPs, com intuito de recuperá-las, e todo material magnético recuperado foi 

pesado e plotou-se um gráfico volume de formulação versus massa recuperada. 

A fim de avaliar se a recuperação de NPs ocorrem em ambiente aquoso,  foi adicionado  

3 mL de formulação de NPs/PCL_ FeO₄ em um bequer contendo 40 mL de água deionizada. 

Homogenizou-se a solução e em seguida, colocou o imã de neodímio em contato ao frasco para 

avaliar se havia recuperação. 
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3.6.Efeito ecotoxicológico em macrófita  

O efeito ecotoxicológico dos nanopesticidas híbridos foi avaliado em plantas da macrófita 

aquática Azolla caroliniana Willd. (Azollaceae), provenientes de matrizes coletadas na Estação 

Ecológica Municipal Veredas de Taquarussu, MS, Brasil (22 e 37’50,4 “S e 53°16’50,3” W) e, 

mantidas no Centro de Estudos de Recursos Naturais da Universidade Estadual de Mato Grosso 

do Sul (UEMS), Dourados, MS, Brasil, em colaboração com o Prof. Dr. Etenaldo F. Santiago e 

MSc. Montcharles S. Pontes.  

3.6.1. Ensaio de fluorescência de clorofila 

Para o experimento, um total de 5 plantas por repetição (previamente selecionadas e mantidas 

em meio de nutrição Hogland) foram transferidas para um frasco vítreo contendo 1,0 mL de 

nanoformulação nas concentrações de 0,01 e 0,02 µmolL-1, bem como água destilada foi usada como 

controle. O perfil de transporte de elétrons no complexo fotossintético do fotossistema II (FSII) foi 

estimado registrando as curvas de indução de fluorescência a clorofila-a, analisando a cinética de 

emissão (transiente OJIP) com base no efeito Kautsky, utilizando um fluorômetro portátil Hand PEA 

(Hansatech Instruments Ltd., Reino Unido) acoplado a um módulo de fase líquida. Todas as medições 

foram realizadas à temperatura ambiente após 30 min de adaptação ao escuro e com luz de excitação 

de pulso de saturação de 1 s fornecida por diodos emissores de luz (pico de 650 nm) e intensidade de 

luz de saturação de 3500 µmols m-2 s-1. 

Cada transiente foi analisado de acordo com os seguintes dados: (etapa O) Fo, intensidade de 

fluorescência a 50 µs (todos os RCs estão abertos e o QA está totalmente oxidado); (Passo J) intensidade 

de fluorescência a 2 ms; (Etapa I) FI, intensidade de fluorescência a 30 ms; e (etapa P) Fm, intensidade 

máxima de fluorescência (RCs fechados e QA totalmente reduzidos), respectivamente. Além disso, a 

cinética de diferença da fluorescência relativa variável é calculada para o transiente ChlF normalizado 

como ΔVt = [(Ft-Fo) / (Fm-Fo) Tratamento - (Ft-Fo) / (Fm-Fo) Controle]. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1.Padronização da metodologia analítica para o herbicida ATZ 

A curva de calibração mostra a resposta de um método analítico para quantidades 

conhecidas de analito. Na análise quantitativa do herbicida ATZ foram preparadas soluções de 

concentrações de 0,5 a 10 mg/L e foram quantificadas por espectrofotômetro UV-Visível dde 

acordo com Ribeiro, 2021. Durante três dias consecultivos foram feitas as curvas em triplicas de 

acordo com ICH (ICH, 1996). A média das curvas analíticas foi calculada e apresentada na figura 

7, tendo um comportamento linear, com coeficiente de correlação linear (r2) próximo a 1. 
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Y = 0.1839*X + 0.05194

 

Figura 7: Curva de calibração analíticas para o herbicida Atrazina. 

Os limites para detecção e quantificação dos métodos foram calculados de acordo com as 

equações 1 e 2 apresentados na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Limite de detecção e limite de quantificação dos métodos analíticos para a ATZ. 

 

Limite Atrazina 

Detecção (mg.L1) 0,161 

Quantificação (mg.L1) 0,539 

  

4.2.Planejamento fatorial  

Com o planejamento fatorial de ponto central, os experimentos foram avaliados com 

influência das variáveis de entrada (A = massa de PCL, B = volume de Fe3O4 e C = tempo de 

sonicação), como descrito na tabela 1. Assim, os resultados  pertencentes a cada variável foram 

estudados em relação ao tamanho, índice de polidispersão (Pdi), potencial zeta (PZ) e eficiência 
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de encapsulação (EE (%)). Assim, buscando definir as faixas com ótimas respostas, foram 

totalizados onze experimentos para os valores reais dos níveis inferior (-), ponto central (0) e 

níveis superior (+). Tendo três réplicas para cada experimento do ponto central.  

Além disso, nesse estudo, foram analisados dois métodos com e sem adição da quitosana, 

assim, podendo fazer a comparação entre os diferentes sistemas carreadores. Na Tabela 5, são 

verificadas as formulações sem a adição da quitosana, e na Tabela 7, são apresentados dados 

referentes à adição da quitosana. Importante destacar, que com o revestimento da quitosana foi 

possível observar diferentes resultados de respostas para cada análise. 

Tabela 5: Matriz planejamento com valores obtidos para: Tamanho; PdI, Potencial zeta e 

Eficiencia de Encapsulação. 

Experimentos A B C Tamanho PdI 

Potencial 

Zeta 

E.E. 

(%) 

1 − − − 614,5 ± 17,8 0,203 ± 0,017 -24,3 ± 0,4 91,89 

2 + − − 823,9 ± 75,1 0,191 ± 0,062 -25,4 ± 0,5 94,67 

3 − + − 659,6 ± 7,4 0,251 ± 0,026 −21,9 ± 0,6 93,15 

4 + + − 931,2 ± 66,9 0,220 ± 0,055 −18,4 ± 0,3 94,08 

5 − − + 702,2 ± 15,4 0,215 ± 0,018 −22,7 ± 0,2 91,32 

6 + − + 809,8 ± 36,1 0,150 ± 0,101 −24,6 ± 0,7 95,14 

7 − + + 713,6 ± 10,8 0,266 ± 0,015 −7,9 ± 0,2 93,24 

8 + + + 1307,0 ± 116,2 0,182 ± 0,121 −2,8 ± 0,4 95,32 

9 0 0 0 885,5 ± 32,9 0,239 ± 0,008 −9,5 ± 0,4 91,40 

10 0 0 0 718,0 ± 5,4 0,451 ± 0,013 −24,4 ± 0,4 92,43 

11 0 0 0 736,1 ± 0,3 0,281 ± 0,038 −23,5 ± 0,4 91,16 

Fonte: Autoria propria. 

Os nanopesticidas híbridos sem quitosana apresentaram tamanho média de 659 a 1307 

nm, polidispersão variando de 0,4 a 0,1, potencial zeta negativo, e uma faixa de eficiência de 

encapsulamento de 91 a 95% (Tabela 5). 

 

Tabela 6: Análise de variância (ANOVA) para os fatores A, B, e C e suas intereções na 

resposta do Tamanho (PCL) 
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Fonte Soma 

quadrática 

Grau de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Teste 

-F 

P 

Modelo 260932 3 869,77 0,29 0,090 

A 295,95 1 147,75 4,55 0,045 

B 165,25 1 82,63 2,54 0,126 

C 125,85 1 62,93 1,94 0,192 

A B 137,00 1 68,50 2,11 0,170 

A C 55,00 1 27,50 0,85 0,487 

B C 89,05 1 44,53 1,37 0,304 

A B C 105,90 1 52,95 1,63 0,245 

Curvatura 3554 1 3554 0,42 <0,583 

Residual 16901 2 8451 - - 

Falta de 

ajuste 

59448 3 19816 2,34 0,313 

Erro puro 16901 2 8451 - - 

Total 363265 10 - - - 

Fonte: Autoria propria. 

Os resultados obtidos do planejamento para o tamanho (PCL), considerando o tratamento 

estatístico ANOVA (Tabela 6), mostra que apenas o fator A da variavel é significativo em relação 

ao aumento do tamanho das nanoparticulas, no ponto da curvatura P. Além disso, os efeitos de 

interação dos fatores B e C das variáveis foram todos não significativos, não interferindo no 

tamanho das nanopartículas. 

Tabela 7:  Matriz planejamento com valores obtidos para: Tamanho; PdI, Potencial zeta e 

Eficiencia de Encapsulação, com revestimento de quitosana. 

Experimentos A B C 

Tamanho 

(1000µL CS) PdI 

Potencial Zeta 

(1000µL CS) 

E.E. 

(%) 

1 − − − 644,2 ± 24,9 0,210 ± 0,058 + 11,1 ± 0,4 92,20 

2 + − − 791,1 ± 57,3 0,180 ± 0,039 + 6,4 ± 0,4 94,46 

3 − + − 631,5 ± 20,5 0,229 ± 0,055 + 11,2 ± 0,4 94,12 

4 + + − 865,0 ± 67,0 0,236 ± 0,088 + 11,3 ± 0,4 94,48 

5 − − + 652,6 ± 39,6 0,234 ± 0,025 + 7,0 ± 0,6 92,49 

6 + − + 774,7 ± 42,2 0,260 ± 0,027 + 7,0 ± 0,4 94,87 
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7 − + + 679,8 ± 25,7 0,270 ± 0,055 + 14,8 ± 0,4 93,12 

8 + + + 984,2 ± 169,9 0,116 ± 0,095 + 16,8 ± 0,8 93,69 

9 0 0 0 796,4 ± 59,4 0,235 ± 0,104 + 13,9 ± 1,0 94,10 

10 0 0 0 793,4 ± 32,4 0,225 ± 0,042 + 11,0 ± 0,8 95,00 

11 0 0 0 760,4 ± 20,4 0,213 ± 0,030 + 12,6 ± 1,3 94,10 

Fonte: Autoria propria. 

Já para as nanopartículas revestidas (Tabela 7), estas apresentaram tamanho médio de 631 

a 984 nm, polidispersão menor que 0.3, potencial zeta positivo, com uma faixa de eficiência de 

encapsulamento de 92 a 94%. 

Tabela 8: Análise de variância (ANOVA) para os fatores A, B, e C e suas intereções na 

resposta do Tamanho - CS (PCL) 

Fonte Soma 

quadrática 

Grau de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Teste-

F 

P 

Modelo 95659 3 31886,3 8,92 <0,051 

A 201,725 1 147,75 6,95 0,020 

B 74,475 1 82,63 2,57 0,124 

C 39,875 1 62,93 1,37 0,303 

A B 67,225 1 68,50 2,32 0,147 

A C 11,525 1 27,50 0,40 0,730 

B C 43,875 1 44,53 1,51 0,270 

A B C 23,925 1 2,95 0,82 0,496 

Curvatura 16 1 16,2 0,01 <0,931 

Residual 3370 2 1685,0 - - 

Falta de 

ajuste 

13154 3 4384,7 2,60 0,290 

Erro puro 3370 2 1685,0 - - 

Total 113344 10 - - - 

Fonte: Autoria propria. 

A curvatura da superfície de resposta de um planejamento fatorial demonstrou ser 

significativa para os intervalos de estudos. Assim, um modelo quadrático, ao invés do modelo 

linear, foi utilizado, uma vez que pode ser mais adequado para explicar o efeito desses fatores 

(Bruns, R. E., edt Unicamp, 2001). Na Figura 8 são apresentadas as curvaturas de respostas para 

o tamanho das NPs, tendo a combinação de 3 variáveis principais: PCL x Fe3O4 x Tempo 
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(minutos). Sendo assim, o tamanho dos nanopesticidas foi avaliado. O ponto central foi utilizado 

como um terceiro nível para cada variável estudada, possibilitando a construção da superfície de 

resposta (curvatura), assim se observa que na superfície de resposta os resultados não são 

totalmente planos, tendo uma leve curvatura, indicando que a análise é completa. Além disso, as 

análises dos gráficos de Pareto e de probabilidade normal dos efeitos padronizados foram 

utilizadas para identificação da significância de cada variável principal e suas interações. Os 

resultados das variáveis e suas interações mostraram que a variável A (PCL) é estatisticamente 

significativa (figura 9-A e B). Além disso, quanto mais distante dessa linha for a variável, mais 

significativa essa é. Portanto, pela análise das figura 9-A e B,  foi possível observar que a variável 

principal A é estatisticamente significativa, em relação ao tamanho da NPs. 

Para ter uma variável significativa, a mesma deve estar inserida sobre a linha principal do 

gráfico de probabilidade normal dos efeitos padronizados, por tanto a partir desta informação, 

não teria nenhuma variável significativa, pois todas estão fora da linha, figura 8-C e D. Se a 

variável estiver à direita dessa linha, terá uma resposta maior em questão ao tamanho da NPs. Se 

a variável estiver à esquerda da linha, a resposta será menor ao tamanho da NPs. Tendo como o 

gráfico de Pareto, quanto mais distante da linha a variável estiver, mais significativamente essa 

contribui para a resposta dos tamanhos das NPs. O programa permite ainda realizar a análise da 

significância por meio da equação matemática (modelo) y = b0 + b1X1 + b2 X2 + b3 X3 + b12 X1 

X2 + b13 X1 X3 + b23 X2 X3 + b123 X1 X2 X3, na qual y é a resposta, b0 é uma constante, bi são os 

coeficientes dos fatores e Xi é o nível do i-ésimo fator. (Ko et al. 2015). Feitas as alterações, X1 

foi modificado para PCL, X2 para Fe3O4 e X3 para tempo  de sonicação (minutos). O modelo 

obtido foi: Tamanho = 820,23 + 147,75 * PCL. Podendo observar que a variável de PCL, 

contribui negativamente para o aumento do tamanho. Assim, quanto maior for a adição de PCL 

maior será o aumento do tamanho das nanopartículas. Por outro lado, as variáveis de Fe3O4 e 

Tempo de sonicação foram insignificantes para a respostas de tamanho. 
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Figura 8: Superfícies das respostas tridimensional não plana, em relação ao tamanho das NPs de 

PCL Fe3O4 em função do tempo para combinações das variáveis: A) Nanopesticida magnético 

sem quitosana; B) nanopesticida magnético revestido com quitosana. Fonte: Autoria propria. 

Na figura 8-A é mostrada a superfície de resposta a variação de tamanho em função da 

quantidade de PCL e nanoparticulas magnéticas (Fe3O4). Como podemos observar claramente, a 

concentração do PCL atingiu um nivel máximo para o intervalo de concentração utilizado na 

construção do planejamento fatorial, e a quantidade de polímero foi suficiente para aumentar o 

tamanho das NPs. Na figura 8-B é apresentada uma resposta de concentração inicial do PCL, só 

que agora com os nanopesticidas revestidos com quitosana (CS). Tais resultados mostraram que 

houve uma pequena redução no tamanho comparado ao nanopesticida sem quitosana, 

provavelmente devido a interação eletrostática entre os grupamentos nitrogenados da quitosana 

com os grupos carboxilicos do PCL, reduzindo assim o raio hidrodinâmico das NPs. 

A 

B 
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Figura 9: A e B – Graficos de Pareto para os efeitos padronizados em p = 0,05; C e D -  

Probabilidade normal dos efeitos padronizados em p = 0,05. A linha tracejada em 50% de 

probabilidade divide os efeitos negativos dos positivos. Fonte: Autoria propria. 

O gráfico de Pareto mostra os valores absolutos dos efeitos padronizados desde o maior 

efeito até o menor efeito. Os efeitos padronizados são estatísticas “t” que testam a hipótese nula 

de que o efeito é 0. O gráfico também traça uma linha de referência para indicar quais efeitos são 

estatisticamente significativos. A linha de referência para a significância estatística, depende do 

nível de significância (denotado por α). O gráfico Pareto determina a magnitude e a importância 

dos efeitos, no qual as barras cruzam a linha de referência estatisticamente significativa. O gráfico 

de probabilidade normal dos efeitos mostra os efeitos padronizados em relação a uma linha de 

ajuste de distribuição no caso em que todos os efeitos são 0. Os efeitos padronizados são 

estatísticas “t” que testam a hipótese nula de que o efeito é 0. Os efeitos positivos aumentam a 

resposta quando as definições mudam do valor baixo do fator para o valor alto. Os efeitos 

negativos diminuem a resposta quando as definições mudam do valor baixo do fator para o valor 

alto do fator. Efeitos mais afastados de 0 que estão no eixo x têm maior magnitude. Efeitos mais 

afastados de 0 são estatisticamente mais significativos (Barrros, et al. 2002). 

Nas figuras 9 A e B são apresentados os graficos de Pareto dos efeitos padronizados em 

p = 0,05. Tendo todos os efeitos padronizados, que estão em valores absolutos (para verificar os 

positivos e os negativos). As figuras 9 C e D indicam os efeitos que apresentaram valores maiores 

A – NPs de PCL/ATZ Fe3O4 

B – NPs de PCL/ATZ Fe3O4 - CS D – NPs de PCL/ATZ Fe3O4 - CS 

C – NPs de PCL/ATZ Fe3O4 
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que 4,3 (p = 0,05), que se localizam à direita da linha tracejada, estes foram significativos. Os 

valores absolutos padronizados dos efeitos de cada fator e das interações aparecem à direita de 

cada barra. 

Analisando os gráficos da figura 9, a massa de PCL, volume de Fe3O4 e o tempo de 

sonicação pode ter uma interferência na variação do tamanho das NPs de PCL Fe3O4. Portanto, 

o valor positivo de seu coeficiente significou que há um aumento no tamanho das NPs. O segundo 

fator importante na otimização do sistema foi o volume de Fe3O4, porém não houve alteração no 

tamanho das NPs para ambas as formulações (sem e com revestimento de quitosana). O terceiro 

fator foi o tempo de sonicação (minutos), que também não resultou em variação de tamanho. 

Somente assim conseguimos as informações necessárias, que justificam o uso de planejamento 

estatístico de experimentos sobre o procedimento convencional de otimização univariada. Com 

o auxilio do planejamento foi possivel encontrar as variáveis das nanoparticulas, auxiliando 

assim na compreenssão entre os fatores que intereferem na formação das NPs. Portanto para 

seguir os ensaios de caracterização foi escolhido a formulação do experimento 3 do planejamento 

fatorial para ambas as formulações, uma vez que apresentavam menor tamanho, maior valor em 

módulo de potencial zeta, elevada eficiência de encapsulação e estabilidade coloidal. 

4.3.Caracterização físico-química dos nanoherbicidas 

A caracterização físico-química fornece informações importantes sobre as nanopartículas 

sintetizadas, tais como a morfologia, tamanho, concentração de nanopartículas, estado de 

distribuição, os grupos funcionais dos compostos que estão estabilizando ou funcionalizando as 

nanopartículas, entre outros. Existem diferentes técnicas para caracterizar os coloides, tais como: 

espectroscopia de absorção ultravioleta visível (UV-visível), espectroscopia de absorção no 

infravermelho (FTIR), potencial zeta (PZ), espalhamento dinâmico de luz (DLS), entre outras. 

Neste estudo, algumas destas técnicas foram utilizadas para caracterizar os nanoherbicidas 

magnéticos sem (PCL/ATZ_Fe₃O₄@OA) e com revestimento de quitosana 

(PCL/ATZ_Fe₃O₄@OA_CS) escolhidos do planejamento fatorial, como representada na figura 

10. 
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Figura 10: Formulação de nanopartículas de PCL. Fonte: Autoria própria. 

4.4.Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

O tamanho e a morfologia das nanopartículas PCL/AZT Fe3O4@OA, sem e contendo a 

quitosana foram avaliados por microscopia eletrônica de varredura (MEV). As micrografias 

presentes na figura 11 mostram que a morfologia das nanopartículas é predominantemente 

esférica com superfície lisa, sem a presença de agregados para ambas as formulações. 

Assim, a presença de quitosana não diferiu significativamente na morfologia dos 

nanoherbicidas pelo MEV, e nenhuma micrografia mostrou cristais de atrazina, confirmando o 

alto valor de eficiência de encapsulação (E.E.%) (Tabelas 5 e7). 

     

Figura 11: Micrografias das amostras dos PCLs. Está representado morfologia esférica, sem a 

presença de agregados. A) PCL/ATZ Fe₃O₄ e B) PCL/ATZ Fe₃O₄ CS. Fonte: Autoria propria. 

 

4.5.Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

As amostras de atrazina (ATZ) não encapsulada e NPs Fe3O4@OA sem ATZ foram comparadas 

com os nanopesticidas híbridos sem (PCL/ATZ Fe3O4@OA) e com quitosana (PCL/ATZ 

Fe3O4@OA  CS) por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

(figura 12). O espectro da atrazina mostrou três picos característicos: (i) 3250 cm–1 atribuído à 

ligação N – H da função amina presente na estrutura do herbicida, (ii) 2960 cm–1 atribuído à 
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ligação C – H, e (iii ) 1540 cm–1 atribuído à deformação angular da ligação N – H das aminas 

(Kolekar, PD; et at. 2014). Já no espectro de nanopartículas magnéticas foram observadas bandas 

em 3436 cm–1 atribuídas à ligação O – H, em 2927 cm–1 atribuídas à ligação C – H e em 611 cm–

1 atribuídas a a ligação Fe-O (Lopez; et at. 2010). Nas amostras de nanopartículas de PCL/ATZ 

Fe3O4@OA sem e com quitosana, observou-se bandas em 3438 cm–1 atribuídas à ligação O – H, 

2940 a 2853 cm–1 atribuídas à ligação C – H, 1761 cm–1 atribuídas ao grupo éster C═O, 1162 

cm–1 para a ligação C – O, e 1583 cm-1 atribuída à deformação angular da ligação N – H, 

confirmando a ligação física da atrazina ao carreador. Tendo em vista que a quantidade de 

quitosana é bem pequena comparada com os demais reagentes, nenhuma banda adicional foi 

encontrada nos nanoherbicidas hibridos revestidos com CS (PCL/ATZ Fe3O4@OA CS), porém 

em todos os nanoherbicidas híbridos foi observado banda em 611 cm–1 atribuídas a ligação Fe-

O. 
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Figura 12: Espectro infravermelho da transformada de Fourier da atrazina não encapsulada 

(ATZ), nanopartículas magnéticas (Fe3O4@OA), nanoherbicida sem quitosana (PCL/ATZ 

Fe3O4@OA) e nanoherbicida com quitosana (PCL/ATZ Fe3O4@OA CS) de 450 a 4000 cm–1. 

Fonte: Autoria propria. 
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4.6.Eficiência de encapsulação e ensaios de liberação in vitro 

4.6.1. Eficiência de encapsulação 

A eficiência de encapsulação da atrazina foi observada pelo método 

ultrafiltração/centrifugação e as amostras foram analisadas por espectrofotômetro UV-visível, 

apresentando resultados acima de 90%. Partículas em escala nanométricas possuem valores 

elevados de área/volume e isso permite que moléculas sejam facilmente encapsuladas em seu 

interior (LET; ZAVAREZE, 2012), porém a taxa de E.E. depende especificamente da natureza 

química de cada molécula e sua interação com o carreador. A tecnologia de encapsulamento com 

base nos métodos de remoção de solvente/emulsificação é considerada uma das técnicas mais 

promissoras para proteção e liberação de ativos, devido a sua alta eficiência de encapsulamento, 

manutenção da estabilidade química e liberação modificada do ativo (LU; KELLY; MIAO, 

2016). No entanto, compostos hidrofílicos apresentam baixo valor de eficiência de encapsulação 

(~10%) quando associados em nanopartículas lipídicas, enquanto que compostos hidrofóbicos 

possuem alta afinidade (acima de 70%) (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Neste 

sentido o herbicida ATZ que possui baixa solubilidade em água (~ 28 mg/L) (EXTOXNET, 

2011), está associado aos nanocarreadores poliméricos com o objetivo de uma liberação 

modificada, a fim de desenvolver nanoformulações que causam menos impacto ambiental e a 

saúde humana.  

Os valores de eficiência de encapsulação para as nanoformulações de PCL/ATZ Fe3O4 e 

PCL/ATZ Fe3O4 CS foram elevados, mostrando uma boa afinidade do ativo com a matriz. Os 

dados estão representados nas Tabelas 4 e 6. Tendo assim uma eficiência de encapsulação com 

as médias de 93,07% para NPs de PCL/ATZ Fe₃O₄ e 93,72% para NPs de PCL/ATZ Fe₃O₄ CS 

para a formulação escolhido do planejamento fatorial. 

 

4.6.2. Ensaio de liberação in vitro 

A liberação de um ativo contido nas nanopartículas pode ser influenciada por inúmeros 

fatores, entre eles, tamanho das partículas, massa molar do lipídio, natureza dos reagentes e o 

tipo de interação entre eles (SIEPMANN; PEPPAS, 2001). Aqui comparamos a cinética de 

liberação da atrazina nos carreadores PCL/ATZ Fe3O4 e PCL/ATZ Fe3O4 CS em diferentes 

valores de pHs (4,0, 7,0 e 10,0), como mostrado na figura 13. As taxas de liberação de PCL/ATZ 

Fe₃O₄ e PCL/ATZ Fe₃O₄ CS foram rápidas durante os primeiros 700 minutos, e depois diminuiu 

a velocidade mantendo-se constante. Para o PCL/ATZ Fe₃O₄ não apresentou diferença 
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significativa na liberação em diferentes valores de pHs. Já para PCL/ATZ Fe₃O₄ CS houve uma 

liberação maior da ATZ em pHs 4 e 7 do que em pH 10,0. Essa liberação rápida do herbicida em 

pH < 7 ocorreu por conta do revestimento da CS nos carreadores. Sabe-se que a quitosana é rica 

em grupos amina (pKa 6,3), então em pH < 7 ela é protonada e permanece com seus grupos 

funcionais carregados positivamente (Wu et al., 2019), portanto isto favorecce a liberação da 

atrazina nos nanocarreadores devido ao seu efeito de protonação e dissolução que pode facilitar 

a liberação do herbicida pelos poros. Outra hipotese é que a condição ácida reduz as ligações de 

hidrogênio com CS, o que também poderia promover a liberação de molécula do herbicida (Xiang 

et al., 2017). Com isso os resultados indicam que PCL/ATZ Fe₃O₄ CS é um carreador responsivo 

ao pH, podendo ser controlado pela variação do pH do ambiente. 

 

Figura 13: Cinética de liberação in vitro dos carreadores lipídicos nanoestruturados, em 

diferentes sistemas, determinação em triplicata (n=3), pHs = 4, 7 e 10: A) PCL/ATZ Fe₃O₄ e B) 

PCL/ATZ Fe3O4 CS. Fonte: Autoria propria. 

 

O modelo semi-empírico de Korsmeyer-Peppas (Figura 14) foi utilizado para se 

compreender o mecanismo dde liberação do herbicida dos nanocarreadores magnéticos. Neste 

contexto, a partir das curvas de liberação, e em função deste modelo foram realizadas regressões 

lineares a fim de se determinar os valores da constante cinética de liberação (k), bem como o 

coeficiente de correlação linear (r). O expoente da liberação (n) também foram calculados (tabela 

8). Observa-se pelo valor de n, que PCL/ATZ Fe₃O₄ (em todos os pHs) e PCL/ATZ Fe₃O₄ CS 

(em pH 10) possui transporte anômalo de liberação (n ≤ 0,92), enquanto que os nanoherbicidias 

revestidos apresentam mecanismo de liberação do tipo super caso II (n>1.0) ( Siepmann e Peppas, 

2001). Nos sistemas de liberação controlada, a extensão e a velocidade de liberação resulta da 

combinação do transporte anômalo com o mecanismo de liberação do tipo super caso II das 

moléculas do ativo através das cadeias poliméricas. Tendo em vista, que o anômalo obedece às 

leis de Fick, enquanto o de caso II (Lopes et al., 2005) reflete na influência do relaxamento do 
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polímero no movimento das moléculas na matriz. Resultado este muito interessante, mostrando 

que o revestimento de quitosana altera o modelo com que a atrazina é liberada do nanocarreador. 

Tabela 8 : Dados referentes a modelagem matemática segundo Korsmeyer Peppas 

Formulações pHs 
Constante de 

liberação (k) 

Expoente de 

liberação (n) 
Equação da reta 

PCL:ATZ 4 

7 

10 

0,00585 

0,00344 

0,00466 

0,65 

0,72 

0,72 

Y = 0,652*X – 5,140 

Y = 0,722*X – 5,672 

Y = 0,729*X – 5,368 

PCL:ATZ_

CS 

4 

7 

10 

0,00061 

0,00050 

0,00065 

1,06 

1,07 

0,92 

Y = 1,061*X – 7,391 

Y = 1,078*X – 7,582 

Y = 0,920*X – 7,333 

Fonte: Autor proprio. 

 

Figura 14 :  Modelagem matemática segundo o modelo de Korsmeyer Peppas. A) NPs de 

PCL/ATZ Fe3O₄  e B) NPs de PCL/ATZ Fe3O₄CS. Fonte: Autoria propria. 

4.7. Estudo da capacidade magnéicas dos nanopesticidas híbridos 

A capacidade magnética de recuperação dos nanopesticidas foi avaliada em água e solo. 

Assim, um imã de neodímio (50 × 50 × 24-N50) foi aproximado as formulações em água para 

avaliar sua capacidade magnética, mostrando excelente atração magnética, o que pode conferir 

uma melhor manipulação estes carreadores em ambientes aquáticos (Figura 15). 

Tempo (horas) Tempo (horas) 
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Figura 15: Avaliação da capacidade magnética dos nanopesticidas em água e recuperação. 

Fonte: Autoria propria. 

Além dos estudos em água, NPs de PCL/ATZ Fe3O4 foram adicionadas ao solo, e 

avaliou-se a sua capacidade de recuperação em função do volume de formulação. Em todas as 

foi possivel fazer a retirada de NPs/PCL_Fe₃O₄, mostrando a eficiência em recuperação dessa 

formulação em uma matriz complexa como o solo. Todos os dados podem ser encontrtados na 

Tabela 9 e Figura 16. Ademais, observou-se que a recuperação dos nanopesticidas foi dose-

dependente (Figura 17), o que é muito interessante, pois a partir destes resultados, pode-se 

contruir uma metodologia analítica para se entender o destino de nanopesticidas biodegradáveis 

no solo.  

Tabela 9: Dados referente a massa recuperada de nanopesticidas no solo. 

NPs/PCL_Fe₃O₄ Solo 
Metal 

recuperado 

Volume 

aplicado (mL) 

Massa 

inicial (g) 

Massa 

úmida (g) 

Massa 

seca (g) 

Massa de metal 

(g) 

03 30,00 33,02 30,00 0,25 

06 30,00 36,07 30,08 1,01 

09 30,00 39,05 30,01 2,20 

12 30,00 41,97 30,28 4,27 

15 30,00 45,99 30,46 6,51 

Fonte: Autoria propria 
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Figura 16: Tratamento solo com diferentes volumes (mL) de formulação e recuperação dos 

metais: A) Controle, B) 3 mL, C) 6 mL, D) 9 mL, E) 12 mL e F) 15 mL. Fonte: Autoria propria. 

 

 

Figura 17: Perfil entre a massa recuperada no solo e o volume de formulação. Fonte: Autoria 

propria. 

4.8.Efeito no aparato fotossintético 

O efeito ecotoxicológico dos nanopesticidas híbridos foi avaliadas em plantas aquática da 

espécie Azolla caroliniana. Tais resultados sugerem uma resposta dependente da dose/tempo da 

inibição do FSII por nanoformulação contendo herbicida atrazina, como mostrado na figura 18. 

A presença de quitosana revela pequenas alterações nas formas.das curvas de dinâmica de 
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emissão de fluorescência, avaliada por meio dos steps OJIP e, portanto, menos inibição do FSII 

foi percebida. Além disso, o efeito da carga na superfície foi observado e pode ser atribuído à 

diferença no tipo de sistemas de entrega pela presença e ausência de quitosana (carga positiva) 

na superfície dos nanocarreadores. Por outro lado, pode-observar pela primeira vez na literatura, 

o comportamento da liberação do herbicida atrazina no efeito do FSII, em plantas. 

 

Figura 18: Cinética de emissão de fluorescência da clorofila-a (OJIP) e curvas de variação da 

fluorescência em intervalos de tempo (ΔVt) para plantas de Azolla caroliniana expostas à 

atrazina, bem como à nanoherbicidas magnéticos sem (PCL/ATZ_Fe₃O₄@OA) e com 

revestimento de quitosana (PCL/ATZ_Fe₃O₄@OA_CS). Fonte: Autoria propria. 

O aumento da intensidade de emissão do transiente de fluorescência da clorofila a na 

etapa J (ou FJ) em cerca de 2 ms, está relacionado à inibição de FSII no nível de quinona 

secundária, bloqueando o transporte de elétrons de QA
- para QB e, consequentemente, 

aumentando o número de QA em sua forma reduzida (Strasser e Stirbet 2001; Strasser et al. 1995; 

Forini et al. 2020; Santos et al. 2020; Pontes et al. 2020). Assim, a reoxidação de QA
- para QA é 

inibida devido ao local de inibição alvo do herbicida atrazina (Antonacci et al. 2020). A principal 

ação direta da atrazina é o local QB da plastoquinona (PQ) da proteína D1 no FSII por inserções 

da molécula de atrazina no nicho de ligação de QB. Este nível mais alto da etapa J ao longo do 

tempo foi demonstrado ser devido à taxa mais baixa de fluxo de elétrons de QA para QB. Na 

membrana tilacóide adaptada ao escuro, o QA promove interferência, após adição da 

nanoformulação e atrazina, assim o aumento na emissão de fluorescência (etapa J e ΔVJ) está 
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relacionado ao estado redox do QA e ao bloqueio das derivações de reoxidação. Assim, impede a 

ligação do QB na proteína D1 e, consequentemente, o fluxo fotossintético de elétrons para o FSI 

é interrompido (Antonacci et al., 2020). Estes dados são muito interessantes, podendo auxiliar na 

compreenssão do efeito e toxicidade de nanopesticidas em plantas. 
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5. CONCLUSÃO 

  

Com aumento dos nanopesicidas produzidos na última década, e muitos deles apresentam 

resultados promissores com relação a sua eficácia e redução da toxicidade. Neste estudo foram 

produzidos dois nanopesticidas poliméricos magnéticos para o herbicida atrazina, um com carga 

negativa e outro com carga positiva (revestido com quitosana). Assim, dois planejamentos 

fatoriais de 23 com ponto central foram realizados, sendo possível selecionar duas formulações 

para os demais ensaios. Através dos gráficos de paretos, gerado pelo planejamento fatorial, pode-

se concluir que a quantidade de polímero interfere na distribuição de tamanho dos 

nanoherbicidas, ao contrário da quantidade de NPs magnéticas e tempo de sonicação. Ambos os 

nanoherbicidas selecionados apresentarm alta eficiência de encapsulação, maior que 90%, 

indicando boa interação do herbicida com o sistema carreador. Os nanocarreadores sem quitosana 

(PCL/ATZ Fe3O4) apresentaram distribuição de tamanho de 659,6 nm, PDI menor que 0,2 e 

potencial zeta de −21,8 ± 0,551 mV. Os nanoherbicidas revestidos com quitosana (PCL/ATZ 

Fe3O4_CS) apresentarm distribuição de tamanho de 631,5 nm, PDI menor de 0,2 e potencial 

zeta positivo de 11,2 ± 0,351mV. 

A liberação da atrazina nos nanoherbicidas revestidos foram responsivas ao pH e mais 

rápidas em relação ao nanoherbicida sem quitosana em pH 10. Ensaios em água e solo mostraram 

que os nanoherbicidas magnéticos podem ser recuperados após sua aplicação. 

Os ensaios de plantas sugerem uma resposta dependente da dose/tempo da inibição do 

FSII por nanoformulação contendo herbicida atrazina, e foi possível avaliar a liberação 

controlada do ativo pelo efeito no aparato fotossíntetico das macrófitas. Assim, tais sistemas 

carreadores poliméricos hibridos são promissores para controlar a liberação da atrazina, e 

consequentemente, podem diminuir a dose de herbicidas que causam impactos ambientais e afeta 

a saúde humana. Além disso, abrem novos caminhos para o uso de liberação de pesticidas para 

a agricultura, uma vez que sua liberação pode ser controlada pela variação de pH, bem como, 

podem ser coletados (em caso de toxicidade) ou rastreados, quando se deseja estudar o destino e 

comportamento deles no ambiente, algo tão complexo de se fazer atualmente com as técnicas 

analíticas existentes. No entanto, mais estudos necessitam ser realizados em plantas e organismos 

não alvos, a fim de se compreender o potencial uso destes nanopesticidas na agricultura. 
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7. APÊNDICE: IMPACTO AMBIENTAL E SOCIAL 

O desenvolvimento de nanopesticidas se expandiu consideravelmente nos últimos 

anos, com o potencial de impactos positivos na agricultura, uma vez que podem reduzir a 

concentração de ativos no campo, e assim sua toxicidade. No entanto, o nível atual de 

conhecimento sobre os efeitos de liberação dos ativos nestes nanocarreadores e o seu efeito 

ecotoxicológico ainda é escasso, principalmente em relação aos seus mecanismos de ação. 

Assim, desenvolver carreadores de liberação de herbicidas responsivos e que possam ser 

rastreados (por um campo magnético) ou coletados do ambiente (em caso de contaminação 

ambiental) são cruciais para avaliar seus efeitos e prever futuras aplicações mais seguras para a 

agricultura no planeta. 
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