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RESUMO

Inimeros sistemas nanoestruturados vém sendo desenvolvidos para o transporte e liberacao
modificada de defensivos agricolas nos altimos anos. Tais sistemas vém se mostrando uma
potencial ferramenta para reduzir a toxicidade destes ingredientes ativos no ambiente, bem como
vém melhorando a eficiéncia de pesticidas no campo. Entretanto pouco se conhece sobre o
destino, toxicidade e mecanismos de acdo destes nanocarreadores no ambiente. Neste sentido, o
objetivo do presente trabalho foi desenvolver potenciais sistemas de liberacdo modificada,
encapsulando o herbicida atrazina (ATZ) em carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) sem
e contendo nanoparticulas inorganicas (magnéticas (Fes0s@AO) e plasmonicas (AUu@CTAB)),
a fim de construir um sistema de liberacdo marcado que possa ser rastreado, auxiliando assim em
futuras analises destes nanocarreadores no ambiente. Para o desenvolvimento das
nanoformulagdes a técnica de emulsificacdo/evaporacdo solvente foi aplicada e diversos métodos
fisico-quimicos foram empregados para a sua caracterizagdo. As nanoformulagdes
permaneceram estaveis por mais de 60 dias a temperatura ambiente. Além disso, 0os CLNs
demostraram ter indice de polidispersdo (PDI) < 0,2, potencial zeta entre -5,38 + 0,27 a -23,5 +
1,25 mV e uma eficiéncia de encapsulacdo maior que 90 % para a ATZ. As analises de
microscopia eletronica de varredura (MEV) revelaram auséncia de agregados e morfologia
esférica ao sistema. Além disso, as técnicas de espectroscopia de Infravermelho (FTIR) e Raio-
X (DRX) confirmaram a encapsulacdo da ATZ na matriz lipidica. Analises de NTA e DLS
mostraram que os CLNs apresentaram tamanho médio compreendido entre 215 e 427 nm,
variando conforme se associavam as nanoparticulas inorganicas. As analises térmicas de DSC
demonstraram pequenas mudancas, com o encapsulamento da ATZ e com as nanoparticulas
inorganicas. Os ensaios de cinética de liberacdo in vitro se comparado aos diferentes sistemas
estudados (CLN:ATZ, CLN:ATZ_Au@CTAB e CLN:ATZ_Fe304@0A) houve modificacdo
na cinética de liberacdo da ATZ, porém todos apresentaram liberacdo modificada através do
mecanismo de transporte super caso-Il, que consiste em fendmenos de inchamento/relaxamento
da matriz lipidica. Avaliou-se também o efeito herbicida dos diferentes CLNs contendo ATZ em
planta aquéatica (Lemna valdiviana), e observou-se que as formulagdes foram mais efetivas que
a ATZ pura. Assim, esses sistemas permitem a reducdo da dose de herbicida, e abrem novas
perspectivas para a compreensdo do destino e comportamento destes nanocarreadores no

ambiente, uma vez que podem ser rastreados devido a presenca de nanoparticulas inorganicas.

Palavras chaves: Carreadores lipidicos nanoestruturados, Herbicidas, Liberagcdo modificada.



ABSTRACT

Several nanostructured has been developed for the modified release system of pesticides in recent
years. Such systems have been shown to be a potential tool to reduce the toxicity of active
ingredients in the environment, as well as improving the efficiency of pesticides in the field.
However, little is known about the fate, toxicity, and mechanisms of action of these nanocarriers
in the environment. In this sense, the objective of the present work was to develop potential
modified release systems, encapsulating the herbicide atrazine (ATZ) in nanostructured lipid
carriers (CLNs) without and with inorganic (magnetic (Fe304@OA) and plasmonic
(Au@CTAB)) nanoparticles), in order to build a label release system that can be tracked, helping
in future analyzes of these nanocarriers in the environment. For the development of
nanoformulations, the solvent emulsification / evaporation technique was applied, and several
physicochemical analyses were used evaluated. For instance, the nanoformulations showed to be
stable for more than 60 days at room temperature. Besides, CLNs have been shown to have a
polydispersity index (PDI) <0.2, zeta potential between -5.38 + 0.27 to -23.5 £ 1.25 mV and
encapsulation efficiency > 90% for ATZ. Scanning electron microscopy (SEM) analyzes
revealed the absence of aggregates and spherical morphology to the system. Also, Infrared
spectroscopy (FTIR) and X-ray (DRX) techniques confirmed the encapsulation of ATZ in the
lipid matrix. Analysis of NTA and DLS showed that the CLNSs presented an average size between
215 and 427 nm, changing according to the inorganic nanoparticles. DSC analysis showed small
changes between the treatments when associated ATZ and inorganic nanoparticles inside the
CLNs. Also, the in vitro release kinetics showed differences in the release profile of each
nanoformulation. The release mechanism of all nanoformulations was super case-Il transport,
which consists of swelling/relaxation phenomena of the lipid matrix. The herbicidal effect of the
different CLNs containing ATZ was also evaluated, using an aquatic plant (Lemna valdiviana),
and it was observed that the formulations were more effective than ATZ non-encapsulated. Thus,
these systems allow the reduction of the herbicide dose, and open new perspectives for
understanding the fate and behavior of these nanocarriers in the environment, since they can be

traced due to the presence of inorganic nanoparticles.

Keywords: Nanostructured lipid carriers, Herbicides, Controlled release.
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1. INTRODUCAO

O uso inadequado de defensivos agricolas tem causado uma série de problemas ambientais,
tais como resisténcia a patdgenos, contaminagdo de recursos naturais, bioacumulacdo a cadeia
trofica e reducdo da biodiversidade. Atrelado a isto, muito dos defensivos agricolas apresentam
baixa solubilidade aquosa e problemas de instabilidade fisico-quimica, podendo ser facilmente
degradados ou adsorvidos no ambiente. Estudos apontam que apenas cerca de 10 a 0,1% destes
ativos chegam efetivamente ao seu destino final (ZHAO et al., 2017) o0 que provoca um excesso
de contaminantes no ambiente e risco a satide humana (VALCKE et al., 2017).

Atualmente, inumeros sistemas de liberacdo de defensivos agricolas vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de amenizar estes problemas de toxicidade e instabilidade (KAH;
TUFENKJI; WHITE, 2019). Tais sistemas utilizam carreadores, como hidrogéis, micro ou
nanoparticulas, constituidos de polimeros biodegradaveis, lipidios, proteinas, argilas, silica, os
quais sdo capazes de aprisionar pesticidas, fertilizantes, material genético de plantas, produtos
naturais ou hormonio em sua estrutura. A associagéo de ingredientes ativos (1A) aos carreadores
pode ocorrer por diversas maneiras, desde interacbes fisicas ou ligacGes covalentes,
proporcionando uma liberacdo retardada do 1A no campo. Além disso, estes carreadores podem
melhorar a dispersdo do IA em agua, prevenindo contra degradacdo fisico-quimica precoce
(OLIVEIRA et al., 2018), aumentar a fertilidade do solo (RALIYA et al., 2017), e a eficiéncia
no controle de pragas (FRACETO, 2014; OLIVEIRA et al., 2018). Diversos estudos descrevem
as potencialidades destes sistemas de liberagdo para a agricultura, e apontam potenciais
beneficios em relacdo as formulagGes convencionais ja existentes, tais como: i) estabilizacéo
contra a degradacdo ambiental por fatores fisico-quimicos, ii) dosagem reduzida, iii) reducdo na
evaporacao e lixiviacdo do IA., iv) aumento do nimero de organismos-alvo, v) aumentos nos
intervalos de aplicacdo, entre outros (PETEU et al., 2010).

Entretanto, apesar dos inimeros beneficios, pouco se conhece sobre 0 mecanismo de acao
destes carreadores, bem como o seu destino e efeito no ambiente. Entre os carreadores, 0s
nanopesticidas sdo 0s mais estudados atualmente, pois devido ao seu tamanho reduzido (< 1000
nm) podem ser mais reativos, e por consequéncia interagem mais com o ambiente. Além disso,
poucas sdo as técnicas analiticas capazes de detectar/rastrear nanopesticidas no solo, plantas ou
outros organismos, o que dificulta estudos relacionados ao destino e comportamento destes
sistemas. Como exemplo, Jacques e colaboradores 2017 desenvolveram nanopesticidas
marcados com um lipidio fluorescente para avaliar seu destino, comportamento e efeito toxico

em nematoides presentes no solo (C. elegans). Em um outro estudo, (GOMES et al., 2019), o
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efeito de nanopesticidas marcados com sondas fluorescentes em outra classe de nematoide (E.
Crypticus) foi avaliado, porém ndo foi possivel rastrear os nanopesticidas no organismo dos
animais. Desta forma, o desenvolvimento de outros tipos de nanopesticidas marcados, capazes
de serem identificados por outras técnicas analiticas, que ndo sejam apenas por fluorescéncia,
devem ser urgentemente desenvolvidos, a fim de melhorar a compreensao desta nova tecnologia
que vem abrindo caminho para uma agricultura de precisédo e sustentavel. Assim, o objetivo deste
trabalho consistiu em desenvolver nanopesticidas associados com nanoparticulas inorgéanicas,
tais como ouro e 6xido de ferro, em nanocarreadores lipidicos nanoestruturados (CLN). Assim,
estes nanopesticidas hibridos, quando presentes no ambiente, poderdo ser identificados e
rastreados por outras técnicas analiticas, tais como, espectrometria de emissao dptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), “single particle ICP-MS”, espectroscopia de absorgao
atdbmica, microscopia de Raio-X, entre outras. Além disso, associando estas nanoparticulas
inorganicas aos nanopesticidas, os CLNs podem ganhar propriedades inteligentes, como por
exemplo, podem ser facilmente manipulados através de suas propriedades magnéticas ou
apresentar liberagdo responsiva a luz, atraves da capacidade fototérmica das nanoparticulas de

ouro incorporadas aos nanocarreadores.

1.1 Revisado da literatura

1.1.1 Agricultura e nanotecnologia

O desenvolvimento de novas tecnologias agricolas que sejam sustentaveis é essencial para
a continuidade da atividade humana no planeta. Sabe-se que o fornecimento de alimentos,
acessiveis e seguro ao consumidor tem enfrentado desafios para atender as necessidades de uma
crescente populacdo mundial. Estima-se que a populacdo chegara em aproximadamente 9 a 10
bilhGes de pessoas em 2050, e assim surge a necessidade de fornecer cerca de 25 a 70% mais
alimentos em relacéo aos que estdo sendo produzidos atualmente.

Neste sentido, os defensivos agricolas sdo amplamente utilizados, uma vez que seu uso
tem protegido as plantacdes de pragas, assegurando boas colheitas e eficiéncia na produgéo de
alimentos (HONGDA CHEN, 2014). Apesar destes beneficios, sabe-se que uma grande parte dos
defensivos agricolas aplicados no campo nédo atingem seu destino final (ANDROUTSOPOULOS
etal., 2013). Assim, 0 uso excessivo destes ativos resultou na contaminacédo de espécies terrestres
e aquaticas em todo o mundo (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009). Este tipo de
exposicdo ao ser humano pode ser por diferentes vias, incluindo: (i) rotas diretas, por exemplo,

oral, cutdnea e inalatoria e (ii) rotas indiretas, por exemplo, exposi¢do ocupacional e consumo de
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alimentos (KENNEDY et al., 2015). Essa exposicdo aos defensivos pode levar a varios
problemas de salde relacionados a alergia, distirbios neuroldgicos, problemas enddcrinos, entre
outros (ANDROUTSOPQULOS et al., 2013; GEORGE; SHUKLA, 2011; LAMMOGLIA et
al.,, 2017; RICHENDRFER; CRETON, 2015). Desta forma, muitos esforcos tém sido
direcionados para a identificacdo de interacBes entre contaminantes e a estrutura dos
ecossistemas para evitar a contaminacdo nao intencional destas moléculas no ambiente
(BROGAN; RELYEA, 2017).

Como exemplo, os herbicidas triazinicos sdo mundialmente um dos compostos mais
presentes nas aguas superficiais e subterraneas, vindo a representar 80,7% dos contaminantes
encontrados em amostras de agua superficial e subterranea (MALISKA, 2000). Dentro desse
grupo se destaca o herbicida atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina)
apresentada como um sélido cristalino branco, com estrutura quimica representada por um anel
triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina representada na Figura
1(CHARLES B.BRECKENRIDGE, CHARLES ELDRIDGE, JAMES T.STEVENS, 2010). O
mecanismo de a¢do deste herbicida ocorre pele inibicdo da fotossintese, coibindo o fotossistema
I1, pois competem pelo sitio de ligacdo da molécula de plastoquinona na proteina D1, acarretando
a saida da plastoquinona, interrompendo a transferéncia de elétrons entres os fotossistemas
(DAS; MONDAL, 2014). Quando ocorre o bloqueio no fluxo de elétrons entre os fotossistemas,
os elétrons ndo sdo convertidos em energia, ocasionando uma grande carga energética nas
moléculas de clorofila, as quais produzem radicais livres levando a peroxidacao de lipideos nas
membranas e a clorose, que conduz a necrose dos tecidos e morte da planta (PFISTER;
ARNTZEN, 1979).

Figura 1. Estrutura quimica do herbicida atrazina
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Nas ultimas décadas, com o répido crescimento das inovacdes tecnoldgicas levou-se a
profundas mudancas estruturais no setor agricola, entre elas, pode-se destacar a aplicabilidade

segura de defensivos agricolas para o abastecimento adequado de alimentos, a fim de amparar as
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culturas contra doencas, pragas e ervas daninhas, bem como garantir a saide dos animais e
trabalhadores no campo (KAH, 2015). Com os avancos tecnoldgicos, tem se desenvolvido novas
formulacdo com ingredientes ativos de interesse para agricultura. Basicamente estas formulagoes
tem por objetivo aumentar a solubilidade destes ativos, liberd-los de uma forma lenta e/ou
protegé-los contra a degradacdo prematura. Assim, 0 uso da nanotecnologia veio como uma
alternativa para amenizar os riscos que esses defensivos agricolas causam no ambiente, e ainda
garantir, uma maior qualidade dos alimentos.

A nanotecnologia, faz uso de materiais e particulas com pelo menos umas das dimensdes
em escala nanometrica e tem potencial de revolucionar a agricultura, na aplicacdo dos atuais
defensivos agricolas (incluindo fertilizantes, herbicidas, pesticidas, inseticidas, fungicidas,
antimicrobianos) (CHAUDHRY; CASTLE, 2011; CHEN; YADA, 2011). Tais sistemas,
utilizam uma menor quantidade de defensivos agricolas para atingir o alvo desejado, e apenas
uma parte do ativo esta imediatamente disponivel, sendo que sua maior quantidade fica
encapsulada em uma matriz inerte. Desta forma, o defensivo agricola é liberado lentamente, de
acordo com o mecanismo especifico de cada carreador como mostrado na Figura 2 (BRUNO
PERLATTI; SILVA; FORIM, 2013).

Figura 2. Representacdo dos sistemas de liberacdo pelos métodos tradicionais versus liberacdo
controlada.
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Recentemente as pesquisas tem indicado que por meio da nanotecnologia € possivel impactar
positivamente o setor agroalimentar. Assim, novos nanomateriais baseados no uso de
nanoparticulas inorgénicas, poliméricas e lipidicas, tem sido sintetizado por diferentes técnicas
(por exemplo, emulsificacdo, gelificacdo idnica, polimerizacdo, oxirreducéo, etc.). Além disso,
eles podem ser aplicados no desenvolvimento de nano-sistemas inteligentes, os quais podem
liberar 0 1A somente em condi¢des adequadas. Portanto, tais sistemas tém a vantagem de
minimizar lixiviagdo, melhorando a absorcdo de nutrientes pelas plantas e reduzindo toxicidade
(CAMARA et al., 2019; FRACETO et al., 2016). Além disso, os nanocarreadores sdo altamente
Uteis para a protecdo dos defensivos contra condi¢cdes ambientais adversas (como alta
temperatura e radiacdo), enquanto aumentam consideravelmente sua estabilidade, isso também
aumenta a dispersdo e amolhabilidade dos pesticidas, diminuindo assim o risco
de escoamento. Além disso, suas propriedades podem ser vistas devido a grande area
superficial, estabilidade térmica, natureza biodegradavel e maior afinidade com espécies-alvo.
Todos esses fatores dependem principalmente das caracteristicas especificas do material
encapsulado (COOPER, 2010). No entanto, riscos e beneficios devem ser avaliados destas novas
formulacGes para a agricultura a fim de compreender como tais nanocarreadores poderao integrar
o ciclo de vida e dos animais. Além da producdo agricola, muitos outros setores, incluindo a
producdo e salde animal, géneros alimenticios ou preservacdo ambiental, podem se beneficiar

das aplicagdes da nanotecnologia e possivelmente receberdo maior atengéo no futuro.

1.1.2 Nanopesticidas

Entre uma ampla gama de possiveis aplicacfes da nanotecnologia na agricultura, houve um
interesse particular em desenvolver novos nanopesticidas e nanofertilizantes, que consiste em
utilizar defensivos agricolas j& existentes e associa-los a carreadores nanométricos, atraves de
um processo de reformulacdo (KAH et al., 2018). Os nanopesticidas podem ter a capacidade de
suprimir doengas das culturas, agindo diretamente sobre patdgenos, comumente por mecanismos
de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), inibidores da fotossintese, inibidores da
divisdo celular, inibidores de lipidios, entre outros mecanismos. Por exemplo, a nutri¢do
aprimorada por meio de nanofertilizantes poderia promover defesa de plantas que esta ligada as
vias de resisténcia sistémica, e sdo diretamente influenciadas pelo tamanho das cargas, carga
superficial/potencial zeta, indice de distribui¢do de tamanho/polidispersédo (PDI) e componentes
encapsulados com nanoparticulas (DIMKPA et al.,, 2019). No entanto, 0s mecanismos

envolvidos destes nanopesticidas permanecem largamente desconhecidos e mais pesquisas séo
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necessarias antes que qualquer generalizacdo possa ser feita. Sem contar que uma avaliacédo
critica desses novos sistemas comparados aos convencionais é essencial para avaliar os
beneficios e riscos associados.

Com relacdo aos tipos de nanoformulacdo, a maioria dos estudos apresenta formulacGes a
base de polimeros biodegradaveis (e.X. quitosana, alginato), lipidios (tripalmitina, triglicerideos,
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e ceras) ou proteinas (zeina). Os nanocarreadores
lipidicos, por exemplo, tém sido relatados como nanocarreadores coloidais promissores para
sistemas de liberacdo controlado de bioativos devido a sua boa estabilidade fisico-quimica e
natureza néo toxica. Atualmente, as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) (MULLER, RAINER
AND LUCKS, 1996), foi por algum tempo o carreador de escolha para liberacdo de farmacos e
alguns defensivos agricolas, uma vez que combina a permeabilidade dos lipossomas, com a
biodisponibilidade das emulsdes, apresentando um sistema com alta estabilidade térmica e facil
escalonamento. Porém devido a estrutura altamente cristalina dos lipidios utilizados no preparo
das SLN, estes nanocarreadores subsequentemente apresentavam espacgos limitados para as
moléculas de bioativos e eventualmente resultavam em uma répida liberacdo (NAHAK et al.,
2015). Tal limitagdo foi superada com uma mescla de lipidios liquidos e sélidos no preparo destes
nanocarreadores, e assim foi criada uma segunda classe de SLN chamadas de carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLNs). Os CLNs vém apresentando resultados bastante satisfatorios,
com respeito a alta eficacia de encapsulacdo, boa estabilidade fisico-quimica, liberacdo
sustentada, bem como protecdo do ativo contra degradacdo externa (NAHAK et al., 2015). As
vantagens dos CLNs em relacdo aos sistemas de entrega convencionais (lipossomos, emulsoes,
nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas lipidicas sélidas) incluem a protecdo de compostos
a degradacdo quimica, um aumento da capacidade de carga dos compostos ativos nas particulas,
menor teor de dgua da suspensdo de particulas e minimizando a expulsdo do composto ativo
durante o armazenamento (LI; GE, 2012).

O que difere os CLN das nanoparticula lipidicas solidas (SLNs), é que os SLN sédo
produzidos a partir de modelos de microemulséo, substituindo o lipidio liquido (6leo) por um
lipidio sélido (isto é, lipidio s6lido na temperatura ambiente) ou uma mistura de lipidios
solidos (SHAH et al., 2017). As principais desvantagens do uso dos SLN, é o vazamento de
ingrediente ativo durante o armazenamento, e isso levou ao desenvolvimento de CLNs, as
moléculas lipidicas exibem polimorfismo e podem, portanto, fazer a transicdo para formas
cristalinas consecutivas sem qualquer alteracdo na estrutura interna, devido a natureza amorfa
dos compostos de transicdo, e assim permite a incorporagdo de IA que fica retido na matriz
lipidica, e assim se obtém um armazenamento prolongado (MAKONI; KASONGO; WALKER,
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2019). O lipidio das matrizes de SLN sofrem modificacdo polimdrfica, levando a uma reducéo
na quantidade amorfa regides da matriz devido a transi¢des o e/ou P para a forma estavel B
levando expulsdo do I.A do SLN. As particulas de CLN solidificam com resfriamento, mas ndo
recristalizam e, portanto, permanecem em um estado amorfo (MAKONI; KASONGO;
WALKER, 2019).

H& varios relatos sobre a preparacdo de disperséo de nanoparticula lipidicas desde que foram
descritas pela primeira vez no inicio dos anos 90, incluindo homogeneizacdo a alta pressdo
(GOHLA, 2000, SCHUSTER, 1993) , microemulsdo (GASGO, 1993) , evaporacdo de solventes
(SJISTRM; BERGENSTFIHL, 1992) entre outras. Portanto, a matriz estrutural dos CLNs €
derivada de uma mistura de lipidios sélidos e liquidos que sdo misturados em combinacgéo
especifica. Transportadores lipidicos inovadores, como CLNs, tém potencial para sustentar e
modelar a liberacdo. Porém, poucos estudos foram relatados sobre seu uso para liberacdo de
defensivos agricolas (NGUYEN et al., 2012a).

Embora os nanopesticidas tenham alcancado alguns resultados positivos, o nivel de
caracterizacdo destes materiais ainda € limitado, e a repetitividade e reprodutibilidade dos
resultados, € um requisito fundamental. A compreensdo do mecanismo, de como os defensivos
agricolas podem ser melhorados através de efeitos nano-especificos é ainda mais valiosa
(BABICK et al., 2016). Como exemplo, sabe-se que o herbicida atrazina associado em
nanocapsulas de PCL possui efeito positivo para algumas culturas, mas nédo se sabe ao certo o
desfecho deste ativo no ambiente e nas plantas (JACQUESA et al., 2017). Entretanto, abster a
aplicacdo de “nanoativos” até que sejam provados inteiramente seguros € irreal, ja que todos 0s
defensivos agricolas séo toxicos (pelo menos para a praga alvo) e portanto ja estdo associados a
algum risco (KAH, 2015). Existe, portanto, uma clara necessidade de caracterizagdes,
minuciosas desses nanopesticidas. Atualmente, ndo ha muitos estudos na literatura que avalie a
eficacia, impacto ambiental em condi¢Ges de campo, e nem sobre comparag6es entre nano e 0s
defensivos agricolas convencionais, necessitando assim de estudos para avaliar os verdadeiros

beneficios ou riscos associados ao uso de nanopesticidas.

1.1.3 Nanopesticidas hibridos

Nos altimos tempos, 0s nanopesticidas ganharam grande popularidade, no entanto, seus
beneficios poderdo ser expandidos, se adicionar ao seu arsenal a capacidade de se conhecer 0s
mecanismos de liberacéo e a localizacdo de cada carreador em um determinado organismo alvo

(GOMES et al., 2019). Neste sentido, carreadores de liberacédo inteligentes, mais especificos, que
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possam ser rastreados e tenham a capacidade de responder a estimulos, tais como variagdo da
temperatura, luz, densidade, forca ibnica, forca mecénica, concentracdo de metabdlitos ou
enzimas no interior de organismos alvo pode ser uma potente ferramenta para o desenvolvimento
do setor agricola. Assim, se espera com estes carreadores inteligentes que a liberacéo do IA para
o ambiente seja como um “gatilho” quando em contato com o estimulo, promovendo uma

liberacdo controlada, garantindo condigdes ideais de absorcdo do ativo em seu alvo (Figura 3).

Figura 3. Representacdo da liberacdo de bioativos em nanocarreadores quando o gatilho é

acionado por conta de algum estimulo produzido.
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Fonte: proprio autor.

Neste sentido, os nanocarreadores hibridos vem sendo desenvolvidos, os quais consistem
na mistura de dois componentes (ou mais) em uma s6 formulacdo, como é o caso, por exemplo,
da associacdo de nanoparticulas inorganicas em nanocarreadores organicos. Este tipo de sistema
hibridos podem ser capazes de liberar uma grande quantidade do ingrediente ativo por mais
tempo se comparado com outros sistemas e ainda sugere que a eficiéncia da liberacdo de
pesticidas pode ser ainda maior. Além disso, pode permitir uma maior taxa de absorcdo pelas
plantas, bem como utilizar material inorganico como macro ou micronutrientes para as culturas
ndo-alvo (SCHROEDER et al., 2019; LI et al., 2019). Por exemplo, um estudo realizado por
Yunhao e seus colaboradores (GAO et al., 2019) na fabricacdo de um sistema hibrido de silica
mesoporosa oca, responsiva ao pH, para a liberacdo controlada do inseticida abamectina, exibiu
alta eficiéncia de encapsulacdo e boa estabilidade, alem de ndo apresentar influéncia no
crescimento de mudas de arroz quando tratadas por esse sistema, indicando ser um candidato

promissor para 0 manejo de pragas.
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Apesar disto, alguns sistemas hibridos podem ser influenciados por alguns agentes
fototérmicos ou magnéticos incorporados aos carreadores. Nestes sistemas, materiais com
propriedades fototérmicas (e.g. ouro NPs, polidopamina NPs, etc) ou magnéticas (e.g. Fe3Os
NPs), podem ser excitados por um estimulo luminoso ou campo magnético, e assim converter
energia magnética ou fotbnica em energia térmica produzindo calor, levando ao encolhimento
das matrizes poliméricas ou lipidica, permitindo assim a liberagdo controlada do ativo (WENG
et al., 2017). Apesar deste tipo de carreador ser muito explorado para a area médica, pode ser
um potente sistema para a agricultura, caso as condi¢des de estimulo sejam otimizadas para o
campo. Por exemplo (XU et al.,, 2017) desenvolveram um sistema de responsivo ao
infravermelho préximo (NIR) para liberacdo controlada de pesticidas. Microesferas de
polidopamia foram preparadas, e recobertas com o polimero PNIPAm para a encapsulagdo do
inseticida imidaclopride e tiveram excelente resposta a luz NIR (808 nm com poténcia irradiada
de 2 W/icm?).

Atualmente, as abordagens evolvendo processamento inteligente s&o sinergicamente
acoplados, permitindo adaptar sistemas hibridos de varios formatos, com dominios satisfatorios
em diferentes escalas de tamanho, composicao, funcionalidade e morfologia. Materiais hibridos
com carater organico-inorganico representam ndo apenas um novo campo de pesquisa bésica,
mas também, por suas notaveis novas propriedades e natureza multifuncional (SANCHEZ,
2011). Sem contar, com a capacidade de ser melhor identificado em diversas técnicas analiticas.

1.1.4 Carreadores lipidicos nanoestruturados para liberacao de defensivos agricolas

Nas Gltimas décadas, houve um interesse crescente em sistemas de administracdo de
defensivos agricolas a base de lipidios, como carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), pois
oferecem a possibilidade de uma liberacdo controlada e inimeros beneficios, como fotoprotecéao
de pesticidas (KUMAR et al., 2019; LI, 2012; NAHAK et al., 2015; SHAH et al., 2017). Por
exemplo, Nguyen e seus colaboradores 2012 construiram um sistema de nanocarreadores
lipidicos (CLN) com boa eficiéncia de encapsulagdo e maior fotoprote¢do para o inseticida
deltametrina, em comparacdo com nanoparticulas lipidicas solidas (SLN), o CLN forneceu uma
eficiéncia de encapsulagdo mais alta, e também maior fotoprotegdo na fotolise. Este estudo
demonstrou que 0 novo nanocarreador possui uma ampla gama de aplicabilidade na protecédo de
compostos foto-labeis para as industrias agricola, alimenticia e farmacéutica (NGUYEN et al.,
2012b).
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Em outro relato, Cola e colaboradores 2016 desenvolveram um sistemas nanoestruturados
lipidico para a avermectina, um potente anti-helmintico e inseticidas utilizado na pecuéria. Neste
estudo foi comparado nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLNs) e avaliou-se o potencial de citotoxicidade e genotoxicidade destes
sistemas. Como resultado, tais nanocarreadores (NLS e CLNSs) apresentaram alta capacidade de
encapsulacdo do ativo (> 99%), boa estabilidade coloidal durante o tempo de estocagem e pode
reduzir os danos celulares, reduzindo assim os danos aos pecuaristas e a satde animal caso um
dia venha ser utilizada tal tecnologia (COLA et al., 2016). Em um outro estudo, Marofpour e
colaboradores 2019 desenvolveram nanoformulac¢des para combater o pulgéo verde. Sabe-se que
0 pulgédo-verde, é uma das espécies mais comuns de pragas com potencial para transmitir mais
de 100 virus para as plantas. O controle dessa praga € dificil porque se tornou resistente a uma
ampla gama de inseticidas. Neste sentido, pirimicarbe e pimetrozina foram encapsulados em
CLNs e os resultados revelaram que a nanoencapsulacdo melhorou o desempenho do IA,
aumentando sua duracdo e consequentemente sua atividade inseticida para ambos os inseticidas
testados (MAROOFPOUR et al., 2019).

No entanto, ndo ha muitos estudos sobre a aplicacdo de defensivos agricolas associados a
CLNs, muito menos CLNs hibridos e isso oferece boas perspectivas futuras a fim de desenvolver

um sistema que possa ser eficaz e causar menos impactos ambientais.

1.1.5 Organismos Fotoautotréficos

Muitas espécies de plantas aquéticas, principalmente macrdéfitas, tém sido usadas para
fitorremediacdo devido a sua capacidade de acumular metais pesados e outros poluentes das
aguas residuais (PERDOMO et al., 1999).

A macrdfita flutuante livre Lemna valdiviana também é conhecida como duckweed ou ainda
lentilha d’agua ¢ uma das menores plantas vasculares do mundo (Figura 4), sendo confundida
com algas e possui uma propagacao rapida em pouco espaco de tempo (POTT, 2000). Além disso
fotoautotroficos aquaticos em habitats marinhos e de agua doce também desempenham um papel
fundamental como produtores primarios em cadeias alimentares aquaticas, pois € rico em
nutrientes (PONTES et al., 2020).

Apesar de apresentar alguns beneficios ao ambiente, as espécies Lemna pode ser considerada
como pragas quanto encontradas em grandes quantidades, pois frequentemente formam densos
tapetes em lagoas e pantanos, reduzindo a incidéncia de luz subaquatica e diminuindo o conteido

de oxigénio disponivel, influenciando fortemente nas condicbes de crescimento de plancton,
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macrofitas e macroalgas submersas, peixes e macroinvertebrados. Tal controle pode ser feito por

meio de remog&o mecénica, uso de herbicidas ou lotagdo de peixes (PE,et al., 2014)

Figura 4. Imagens mostrando as macréfitas Lemna valdiviana em diferentes magnificagdes.
& .

Autoria: https://www.milanuncios.com/peces/lenteja-de-agua-lemna-minor-303721663.htm

Atualmente, hd muita pouca informac&o sobre o efeito de nanopesticidas no controle desses
organismos fotoautotroficos. Portando pode ser considerada uma 6tima ferramenta na contengéo
de plantas oportunistas, sem contar que devido a sua coloragdo e morfologia, pode-se facilmente
estudar a interacdo de nanopesticidas hibridos em sua estrutura.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como principal objetivo preparar e caracterizar carreadores hibridos
lipidicos nanoestruturados (CLNSs) para o herbicida atrazina. Além disso, estudou-se a cinética
de liberagdo in vitro do herbicida atrazina e o efeito dos nanocarreadores hibridos em plantas

aquaticas da espécie Lemna valdiviana.

2.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho podem ser encontrados na forma de fluxograma como
descrito abaixo.

Padronizacdo da metodologia analitica do herbicida atrazina por
espectrometria de UV-VIS

Sintese das NPs
inorganicas Preparo dos CLNs

Hibridos

Efeito dos CLNs em
plantas aquaticas

Caracterizagéo fisico- Cinética de liberagdo
quimica dos CLNs in vitro

Medidas de tamanho Modelos matematicos

g . X Superéxido dismutase
e potencial zeta de liberacdo

Eficiéncia de
encapsulacao

Teor de pigmentos

Estudo da interacao
fisico-quimica entre
0S componentes

Microscopia Eficiéncia quantica

Peroxidag&o lipidica

23



3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

Os reagentes tripalmitato de glicerol (tripalmitina) > 85 %, polivinil-alcool (PVA),
cloreto de ouro I (AuCl3>99,9%), borohidreto de sédio (NaBHs), brometo de tetraoctilamonio
(CTAB), &cido oleico (AO), cloreto de ferro (1) hexa-hidratado 97%, cloreto de ferro (I1) tetra-
hidratado > 99% e o herbicida atrazina foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. O triglicerideo de
acido céprico/caprilico (Myritol 318) foi doado pela empresa ChemSpecs®. Os demais reagentes
e solventes organicos empregados neste estudo foram de alto grau de pureza analitica adquiridos
em mercados nacionais. Agua deionizada foi obtida no préprio laboratério utilizando um

equipamento de osmose reversa com condutividade elétrica de 18,2 Q.m.

3.2 METODOS

3.2.1 Padronizacdo da metodologia analitica para o herbicida

As curvas de calibracdo foram realizadas em espectrofotdmetro Cary 50 (Varian®). Para
a andlise quantitativa do herbicida ATZ foram preparadas solugdes de concentragdes de 0,5, 1,
3, 5 e 7 mg/L e analisadas em triplicata, no comprimento de onda de absor¢do méaxima do
composto (223 nm), obtido através de uma varredura desde a regido do visivel ao ultravioleta
(UV). Todas as concentracBes utilizadas para determinacdo da curva de calibracdo foram
ajustadas de modo a apresentarem absorbancia menor que 1. Apds a determinacdo das
absorbancias nas diversas concentragdes, foi construido um gréfico de absorbancia em funcao de
concentracdo do herbicida e em seguida realizou-se a analise do comportamento matematico da
curva (regressédo linear), utilizando o programa Prisma 6.0. Além disso, o limite de deteccdo
(LD) e quantificagdo (LQ) foram realizadas a partir de dados obtidos com a regresséo linear da
curva analitica e aplicados as Equacdes 1 e 2, respectivamente (ANVISA, 2003).

DP X 3
LD = % Eq. (1)
LQ = Eq. (2)

Onde, DP ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y e IC ¢ a inclinagdo da curva analitica

média.
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3.2.2 Sintese das nanoparticulas inorganicas

3.2.2.1 Sintese de nanoparticulas superparamagnéticas de o0xido de Fe estabilizadas com &cido
oleico

Nanoparticulas superparamagnéticas (FesOs@OA NPs) foram sintetizadas utilizando o
método de cooprecipitacdo descrito por (JADHAV et al., 2013), que consiste na adi¢éo de 15 g
de cloreto de ferro (I11) hexa-hidratado e 9,2 g de cloreto de ferro (1) tetra-hidratado em 250 mL
de agua Milli-Q e agitacdo mecanica por 10 min a 50 ° C. Apds 10 minutos, NH4OH (12 mol.L~
1y foram adicionados a solug&o, resultando em um precipitado escuro de FesOs. Em seguida foram
adicionados 2,5 mL de &cido oleico a mistura, e entdo foi aquecida a 80°C durante 1 h. O Excesso
de NH4OH e &cido oleico foram removidos por isolamento magnético do precipitado, utilizando
um ima durante 15 minutos e subsequente redispersdao em cloroférmio. O procedimento de
lavagem foi repetido cinco vezes com &gua Milli-Q e quatro vezes com cloroférmio. Por fim as
nanoparticulas de Fes0s@OA (contendo 337,7 mg/L de Fe) foram armazenadas (Figura 5) em

frasco ambar a temperatura ambiente.

Figura 5. Nanoparticulas de 6xido de ferro revestidas com acido oleico (FezOs@0A).

Fonte: Autoria prépria

3.2.2.2 Sintese de nanoparticulas de ouro estabilizadas com CTAB

Nanoparticulas de ouro (Au NPs) foram sintetizadas de acordo com o0 método proposto por
(CHENG et al., 2003) com modificacdes. Tal método envolve a formacao de um sistema de duas
fases constituidas de cloroférmio e agua. Assim, pesou-se 10 mg de CTAB em 15 mL de
cloroférmio. Nesta solugdo foram adicionados uma solucdo aquosa de cloreto de ouro 111 (1

mmol/L) sob agitacdo vigorosa, a fim de transferir o ion ouro Ill para a fase orgénica
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(cloroférmio). Em seguida, a fase aquosa foi separada da fase organica com o auxilio de uma
pipeta e uma solucdo aquosa de boro-hidreto de sodio (1% m/v) foi adicionada gota a gota na
solucdo de cloroférmio em agitacdo até que a coloragdo amarela da solugéo se tornasse vermelha,
mostrando que houve a reducdo do ouro e formacéo das NPs (Figura 6). As NPs de ouro (NPs
Au@CTAB) (contendo 39,3 mg/L de Au) foram armazenadas em frasco ambar a 10 °C para

posterior analise.

Figura 6. Reducéo das nanoparticulas de ouro estabilizada com CTAB (NPs Au@CTAB).

Fonte: Autoria prépria

3.2.2.3 Sintese dos carreadores lipidicos nanoestruturado (CLNSs) hibridos

O método emulsificacdo/evaporacdo de solvente empregado para a preparacdo dos
carreadores lipidicos nanoestruturado (CLN) foi descrito inicialmente por Campos et al 2015
(CAMPOQOS et al., 2015) com modificacbes. Assim, 250 mg de tripalmitina (lipidio sélido) e 75
mg Myritol 318 (lipidio liquido) foram dissolvidos em cloroférmio contendo 10 mg de atrazina.
Em seguida a fase organica foi adicionada a uma fase aquosa por imersédo, contendo 0,370 g de
PVA em 30 mL de agua. Logo apos a mistura foi sonicada por 4 minutos a uma poténcia de 90
W em sonicador de ponta (Ultrassénico QR 550 W). Posteriormente homogeneizou-se em um
Turrax (IKA T25) por 7 min a 12000 rpm. Logo ap6s a formagéo da emulsdo, a nanoformulacédo
foi transferida para e evaporador rotativo, onde foi concentrada em 10 mL, conforme mostra a
Figura 7. Para o preparo dos nanocarreadores hibridos, 0,5 mL de FesO4s@OA NPs ou Au NPs

foram adicionados a fase organica em conjunto com os lipideos.
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Figura 7. Representacao esquematica do preparo dos carreadores lipidicos nanoestruturados.

250 mg Glyceryl tripalmitate

75 mg Myritol

5 ml de Cloroférmio

10 mg Atrazina 30ml agua
0,5 ml de Fe;04 / Au 0,370 g PVA

H' = 1\=\ /=r _ | So:i;ador

== ]
12000 rpm por 7 min

4mina70 W

Fonte: autoria prépria

As amostras foram armazenadas em frascos de vidro no escuro em temperatura ambiente para

posterior analise, como mostra (Figura 8).

Figura 8. Carreador lipidico nanoestruturado, CLN, CLN_Au@CTAB e CLN_Fe304s@0A

respectivamente.

N—

Fonte: Autoria propria
3.2.3 Eficiéncia de encapsulacéo do herbicida atrazina
Para determinar a eficiéncia de incorporagdo da ATZ nos CLNs, foi utilizado o método de
ultrafiltracdo/centrifugacdo, que consiste em submeter a nanoemulsdo a dispositivos de

ultrafiltracdo constituidos de celulose regenerada de 30 kDa (Microcon-Millipore, Amicon).

Assim, 0,5 mL de CLN foi centrifugado a 5000 rpm por uma hora. Logo ap06s, foi analisado o
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filtrado por espectrofotdmetro Cary 50 (Varian®). Pela membrana, so atravessa o herbicida livre,
sendo assim, a quantidade de ativo quantificada representa 0 que ndo estd associado aos
carreadores. Assim, por diferenca entre 0 100% tedrico da ATZ e o ndo associado é possivel
quantificar a eficiéncia de encapsulacdo da ATZ. Diversos trabalhos empregam essa técnica para
determinar a taxa de encapsulacdo de compostos bioativos em nanoparticulas (GAMISANS et
al,, 1999; REZENDE et al., 2003).

3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOFORMULACOES

3.3.1 Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta (PZ)

O espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizado para analise da distribui¢do de tamanho
e indice de polidispersdo dos CLNSs, e a técnica de microeletroforese capilar foi empregada para
quantificar o potencial zeta (carga de superficie) das nanoformula¢des em maédulo.

O DLS, é uma técnica bem estabelecida que avalia o raio hidrodindmico de nanoparticulas,
baseada nas flutuacbes de intensidade de luz espalhadas em determinado angulo. A luz é
dispersada por particulas com tamanho menor ou igual ao comprimento de onda delas, assim
quando o feixe de laser atinge particulas pequenas, ocorre espalhnamento em todas as dire¢oes
sem perda ou ganho de energia através da dispersao de Rayleigh (ROCHA; FUJIMOTO, 2010).
Ja o potencial zeta refere-se o potencial de superficie das particulas, no qual é influenciado pelas
mudangas na interface com o meio dispersante, em razéo da dissociagédo de grupos funcionais na
superficie da particula ou da adsorcao de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersao,
um valor de potencial zeta relativamente alto € importante para uma boa estabilidade fisico-
quimica da suspenséo coloidal (REZENDE et al., 2003). Os CLNs foram diluidos em agua (Milli-
Q) e, utilizando um analisador de particulas Zetasizer HSA 3000, Malvern® a um angulo fixo de
173° e temperatura de 25 °C. Todas as medidas foram feitas em triplicata e expressas em

porcentagem de intensidade.
3.3.2 Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

O rastreamento de nanoparticulas (NTA) € um método que permite visualizacdo de NPs e
utiliza propriedades de espalhamento de luz e movimento browniano para fornecer a distribuicéo

de tamanho e contagem das particulas em suspensdo liquida (PATTY et al., 2006). A técnica foi

utilizada para determinar a concentragdo e distribuicdo de tamanho dos CLNs. Assim, por
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intermédio de um feixe de laser que atravessa o compartimento da amostra, as particulas em
suspensdo espalham a luz, e a visualizagdo ocorre por um microscopio e uma camera de video
acoplada. Esta camera captura o video das particulas em movimento browniano, e pela equagdo
de Stokes-Einstein (Equacdo 3) (PATTY, 2006) pode-se calcular o didametro hidrodindmico das

nanoparticulas.

kT

d(H) - 3mnD

Eqg. (3)

Onde, d(H) é o raio hidrodindmico, K € a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta,
n € a viscosidade da amostra (0,8872 cP) e D o coeficiente de difusdo.

O rastreamento de nanoparticulas foi realizado por meio de uma célula NanoSight LM 10
(laser verde, 532 nm), e uma camera SCMOS usando software NanoSight verséo 3.1. Os CLNs
foram diluidos em agua Milli-Q e 1 mL da amostra foi analisada por 5 videos de 90 segundos
cada. Esta técnica foi importante para quantificar a concentracdo de particulas das
nanoformulagdes, bem como comparar com a distribuicdo de tamanho das anélises de DLS. Estas
andlises, bem como as andlises de DLS foram realizadas no Laborat6rio de Nanotecnologia

Ambiental em colaborac¢do com o Prof. Dr. Leonardo F. Fraceto, Unesp-Sorocaba.

3.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) é uma técnica fundamentada no
aumento da energia de vibracdo ou de rotacdo associado a uma ligacdo covalente, em que esse
aumento resulta numa variagdo do momento dipolar da molécula. Os movimentos vibracionais
em uma molécula, ativos no infravermelho, e que dao origem as absorcdes, sdo 0s tipos de
vibragdes de estiramento (v) — movimentos ao longo do eixo de ligacdo, aumentando ou
diminuindo a distancia interatbmica — e vibra¢Ges de deformagdes angulares (8), caracterizadas
por alteracdes no angulo entre ligacbes (PAVIA et al., 2012). E uma técnica de grande
importancia na analise quimica, sendo largamente utilizada na identificacdo e elucidacao
estrutural de diferentes substancias, como por exemplo, no controle e acompanhamento de
reacOes e deteccdo de impurezas (CHART et al., 2004).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com a utilizagdo de um
espectrofotdmetro Nicolet 5DXB FT-IR (Nicolet Instruments, Madison, Wi) instalado no DFQ
— UNESP llha Solteira. As pastilhas utilizadas na analise foram feitas a partir da mistura de
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brometo de potassio (KBr) e amostra seca suficiente para compor 1% (m/m) da mistura, que foi
macerada ate ficar totalmente uniforme. Para a obtencédo dos espectros FTIR foi empregado, para
cada amostra, um minimo de 64 varreduras numa resolugdo de + 4 cm™, na faixa de 4000 a 400
cmt. Dessa forma, observamos as alteragdes nas bandas de absorcdo dos espectros de absorgao

a fim de correlaciona-las com interacdes entre os nanocarreadores e herbicidas.
3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma ferramenta util na investigacdo da
superficie de uma amostra, que € varrida com um feixe de elétrons e o feixe refletido é coletado
e depois exibido na mesma taxa de varredura sobre um tubo de raio catédico. A caracterizacdo
por microscopia eletrdnica de varredura é de fundamental importancia por produzir imagens que
passam informacdes topogréaficas da superficie do material analisado (CALLISTER, 2008).
Assim, nanocarreadores hibridos foram analisados por MEV, a fim de avaliar sua distribui¢do de
tamanho e morfologia. As nanoformulacgdes foram diluidas (1:1000) e gotejadas em um suporte
de silicio previamente limpo e secos durante 24 horas em dessecador contendo NazSOa.
Posteriormente as amostras receberam uma fina camada de ouro e foram levadas ao MEV. As
micrografias foram obtidas por um microscopio eletrénico, modelo EVO-LS15 da marca Carl
Zeiss, do DFQ, UNESP Campus de Ilha Solteira.

3.3.5 Difracéo de Raios-X (DRX)

Os raios-X sdao uma forma de radiagdo eletromagnética que possui altas energias e
comprimentos de onda curtos. Quando um feixe de raios-X incide num material sélido, uma
porcdo deste feixe serd espalhada em todas as direcdes pelos elétrons associados com cada &tomo
ou ion que fica no caminho do feixe, permitindo a obtencéo de informacBes quanto a estrutura
cristalina dos material (CALLISTER, 2008). Esta técnica foi utilizada para identificar a presenca
das NPs inorganicas nos CLNs, e além disso foi usada para avaliar o tamanho do cristalito (£)

das nanoparticulas inorganicas, através da equacgéo de Scherrer (equacgdo 4) (WILSON, 1978).

0,89:1
€= B-cos B Eq. (4)

onde: A é o comprimento de onda dos raios-X (0,154 nm), B é a largura total ao meio méximo,

0 € o0 angulo de difracéo.
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A caracterizacao feita por difracdo de raios-X (DRX) utilizou a técnica de difracdo em po, na
qual um feixe de raios-X monocromatico € direcionado para uma amostra pulverizada, espalhada
em um suporte de vidro, e a intensidade da difracdo é medida quando o detector € movido em
diferentes angulos.

Os difratogramas foram obtidos através de medidas realizadas no difratbmetro Shimadzu
modelo XRD-6000, alocado no Departamento de Fisica e Quimica da UNESP llha Solteira,
utilizando como fonte de radiagdo a linha de emissdo do cobre (A Cu Ko =1,5418A). Os
parametros utilizados foram: varredura no angulo de 5 a 80° uma velocidade de varredura do

angulo 1°%/min com um step de 0,02°, voltagem de 30 kV e uma corrente de 40 mA.

3.3.6 Analises Térmicas

3.3.6.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC mede a diferenca de temperatura entre uma substancia e um material de
referéncia quando sdo submetidos a uma programacao controlada de temperatura. O uso principal
desta técnica é detectar a temperatura inicial dos processos térmicos e qualitativamente
caracteriza-los como endotérmico ou exotérmico, reversivel ou irreversivel, transi¢do de primeira
ordem ou de segunda ordem, etc (GROENEWOUD, 1982).

Todas as medidas de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) foram realizadas em um
equipamento de DSC 25 - TA Instruments, pertencente a Departamento de Fisica e Quimica da
UNESP llha Solteira. Utilizou-se cerca de 3 mg de cada amostra que foram gotejadas em
compartimento de aluminio apropriados, secas e hermeticamente fechadas. A taxa de
aquecimento empregada foi de 10 °C/min em uma faixa de temperatura de 10 °C até 240 °C sob
atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min*!" Os resultados de DSC foram apresentados
como termogramas representados por fluxo de calor (cal.g?.s) em fungdo da temperatura (°C)

e as transicOes térmicas foram correlacionadas.

3.3.6.2  Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) é uma técnica da analise térmica na qual a variagdo da massa
da amostra (perda ou ganho) é medida em funcdo da temperatura e/ou tempo enquanto esta €

submetida a uma programacao controlada de temperatura (CAVALHEIRO et al., 1995). Esta
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técnica possibilita conhecer as alteragdes que 0 aguecimento pode provocar na massa das
substancias, permitindo estabelecer a faixa de temperatura em que comegam a se decompor,
acompanhar o andamento da perda de umidade, oxidagdo, combustdo, decomposicdo, etc
(CANEVALORO, 2004).

As analises foram feitas no equipamento da marca TA Instruments, modelo Q-600 do
Departamento de Fisica e Quimica da UNESP llha Solteira, em cadinho de platina, utilizando
cerca de 3 - 6 mg de amostra seca. Os experimentos foram realizados com programacao de rampa
de aquecimento de 10°C até 800 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C.min™. A vazdo de

nitrogénio foi mantida em 100 mL.min*

3.3.7 Medida de estabilidade das formulacdes (pH)

A estabilidade de suspensdes nanoparticuladas podem ser obtidas mediante o
monitoramento do pH, em funcdo do tempo, pois a alteracdo do mesmo é um importante
parametro de indicio de degradacdo (LOPES et al., 2000).

A andlise da estabilidade quimica dos CLN foi avaliada através de medidas de pH em funcéo
do tempo (90 dias). As medidas de pH foram realizas em pHmetro (Tecnal®), empregando-se um
medidor de pH (pHmetro) acoplado com um eletrodo combinado de vidro, previamente calibrado

com tampdes comerciais pH 4,0 e 7,0.

3.4 CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO DO HERBICIDA

A liberacdo de ativos depende de diferentes fatores, tais como: dessor¢cdo do ativo da
superficie das particulas, da difusdo através da matriz e da parede lipidica, da erosdo da matriz,
ou da combinacdo dos processos de difusdo e erosdo (SOPPIMATH et al., 2001).

Para verificar a cinética de liberacdo da ATZ livre e associada aos nanocarreadores foi
utilizado um modelo de dois compartimentos (um compartimento doador e outro aceptor)
mostrado pela Figura 9, unidos por uma membrana de celulose (Spectrapore®, com poro para
exclusédo molecular de 1 KDa.).
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Figura 9. Modelo de dois compartimentos (um compartimento doador e outro aceptor).

DOADOR

RECEPTOR (SOLVENTE)

Fonte: Autoria propria

As nanoformulacdes foram dispostas no compartimento doador (1,0 mL) enquanto o
compartimento receptor contendo o solvente (50 mL de agua), sob agitacéo leve aliquotas foram
retiradas em intervalos de tempo, durante 33 h. Aliquotas foram quantificadas por espectroscopia
de UV-Visivel e os dados resultantes foram plotados em porcentagem de liberagdo em funcéo do
tempo.

A partir das curvas de liberagcdo da atrazina, utilizou-se o software KinetDS 3.0 para simular
diferentes modelos matematicos de dissolugdo (Tabela 1). Portanto, tais modelos foram
utilizados a fim de compreender como se comporta 0 mecanismo de liberacdo deste ativo nos
diferentes CLNs formulados. Deste modo, o melhor modelo foi selecionado a partir do
coeficiente de determinacio (r?) mais proximo de 1 e calculou-se a constante de velocidade (K)
e o tempo de liberagdo em 10, 20 e 30% (ix%) para cada nanoformulacéo.

Tabela 1. Modelos cinéticos aplicados ao perfil de liberacdo da atrazina nos diferentes

carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN).

Modelo Cinético Equacdes Matematicas*
Cinética de ordem zero Qs =Qy+ Kt
Cinética de primeira ordem InQt = InQ, + Kt
Higuchi Q. = Kt1/?
Hixson-Crowell Q, =100 [1-(1-k.1)3]
Korsmeyer-Peppas Qi/Qo= Kt"

* onde Qt : Qt é a quantidade de herbicida liberada em um determinado tempo t, Qoo é a quantidade de
herbicida liberada em um tempo infinito, k é a constante cinética de liberagcdo de acordo com cada modelo
e n é o expoente de liberacao.
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3.5 EFEITO DOS CLNs EM PLANTAS AQUATICAS

Apesar das aplicagfes da nanotecnologia continuarem a se expandir em diversas areas,
estudos sobre como a interacdo destes nanocarreadores com as plantas e suas consequéncias para
0s recursos ambientais € relativamente limitado. Assim, os efeitos toxicos dos CLNs sem e
contendo ATZ, foram investigados na planta aquatica Lemna valdiviana, em colaboracdo com o
Prof. Dr. Etenaldo F. Santiago e Ms. Montcharles S. Pontes do Centro de Estudos em Recursos
Naturais da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS), Dourados. Os testes foram
realizados na concentracdo de 0 a 100 ul/L de atrazina em meio aquoso e comparou-se o herbicida

atrazina livre, utilizando os CLNs e as CLNs contendo a atrazina por 24 horas de exposicao.

3.5.1 Superoxido dismutase (SOD) e peroxidacao lipidica

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o método de
Giannopolitis e Ries (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977), com base na capacidade da enzima de
inibir a reducdo de nitroazul de tetrazélio (NBT) pelos radicais superdxido, afim de saber se a
um aumento na producdo das espécies reativas de oxigénio(ERO). Para a reacdo, 100 pL de
extrato foram misturados em 3 mL de um meio de reacdo consistindo em 9,6 mL de tampéo
fosfato de potéassio (0,1 M, pH 7,0), 6 mL de L-metionina (13 mM), 6 mL de NBT (0,44 mM), 6
mL de &cido etileno diaminoteracético-EDTA (100 nM) e, finalmente, 2,4 mL de riboflavina 1
mM. Esta solucdo foi exposta a luz fluorescente (20W) a uma temperatura de 25° C por 15
minutos. Como controle, os extratos preparados seguindo o mesmo procedimento foram
mantidos no escuro. A atividade da SOD foi medida no espectrofotometro a A = 560 nm, e a
diferenga entre as absorbancias dos extratos iluminados e néo iluminados foi considerada para
determinar a atividade da SOD. O resultado foi expresso em unidades de SOD por 1 mg -1 FW
de planta (CITY, 1988).

A peroxidagdo lipidica foi analisada como um marcador de estresse oxidativo. Os discos de
folhas (10 mg) foram homogeneizados com &cido tricloroacetico (0,2%) diluido em metanol e
depois centrifugados a 10.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo do
teor de malonaldeido (MDA) pelo método das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (ELEKTRONENMIKROSKOPIE, 2011).
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3.5.2 Teor de pigmento

Os pigmentos sdo a parte das estruturas macromoleculares que absorvem a luz na regiéo do
espectro visivel (WALSBY, 1974). Uma grande variedade de pigmentos pode ser encontrada em
diferentes organismos fotossintéticos, como clorofilas (Chl) a-b. As propriedades dos pigmentos
estdo ligadas a sua estrutura quimica, e ainda ha o grupo dos hidrocarbonetos ciclicos
(carotenos), que sdo pigmentos de acessorios que ajudam na absorcao de luz que se divide em
dois grupos carotenoides e xantofilas (KUCZYNSKA et al., 2015).

O teor de pigmentos foi realizado a partir da extracdo e determinagdo das concentracGes de
clorofila a, e clorofila b e carotenoides, foram realizadas em solucdo aquosa de acetona a 80%
tamponada imediatamente apds o tratamento e, em seguida, seu contetdo foi determinado por
Egs. 5 a 7 usando os dados UV-Vis (LICHTENTHALER, 1987), com o propdsito prever de
forma positiva ou negativa se a fotossintese € influenciada, visto que baixos teores destes

pigmentos dificultam a eficiéncia fotossintética.

[Chla] = 12,25A663.2 — 279A¢46.8 Eq.(5)
[Chlb] = 21,5A646.8 — 5,1A663.2 Eq.(6)
[Car] = (1000A470 — 1,82[Chl a] — 85,02[Chl b])/198 Eq.(7)

Onde [Chla], [Chlb] e [Car] representam o teor de clorofila a clorofila b e carotendides, e An

corresponde ao valor de absorbancia determinado no comprimento de onda 'n' em nm.

3.56.3 Eficiéncia Quantica

Culturas de Lemna valdiviana (Lemnaceae) foram mantidos no Centro de Estudos de
Recursos Naturais da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Dourados, MS, Brasil. As
macrofitas foram originarias da Estacdo Ecologica Municipal Veredas de Taquarusu, Mato
Grosso do Sul, Brasil (coordenadas: 22 ° 37'50.4 'S e 53 ° 16'50.3" W). Para os tratamentos, 1,0
g de plantas de duckweed foram expostos a nanoformulac¢des durante 24 h. A composi¢do do
meio de cultura utilizado para as culturas de duckweed foi preparada de acordo com Frankart
(FRANKART, 2002).

Todas as analises de imagem de fluorescéncia de clorofila foram medidas usando o protocolo
de analise de temperatura com luz vermelha actinica (617 nm) e pulso de saturagéo (branco frio

2000 pmol m-2 s-1) apos 1 h de adaptacdo escura usando um sistema de fluorémetro de imagem
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FluorCam F-800 (Photon System Instruments, RepUblica Tcheca). Para pardmetros de
fluorescéncia estabelecidos, inicialmente mediu-se a fluorescéncia minima (Fo) e méxima (Fm)
em folhas escuras adaptadas. Foi estimado o rendimento quantico maximo da fotoquimica do
fotossistema Il (Fv/Fm) de acordo com Kitajima e Butler (KITAJIMA; BUTLER, 1975).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada usando analise de variancia (One-
way ANOVA com teste de Kruskal-Wallis) e foi considerado diferencas significantes como p <
0,05.

4. RESUTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padronizagdo da metodologia analitica para o herbicida ATZ

A curva de calibracdo mostra a resposta de um método analitico para quantidades conhecidas
de analito (RIBEIRO, 2012). Para a analise quantitativa do herbicida ATZ foram preparadas
solucdes de concentracbes de 0,5 a 10 mg/L e analisadas por espectrofotbmetro UV-Visivel.
Todas as curvas foram feitas em triplicata durante trés dias consecutivos de acordo com ICH
(BRECKENRIDGE et al, 2010) . A média das curvas analiticas foi calculada e apresentada na
Figura 10, apresentando um comportamento linear, com coeficiente de correlagdo linear (r?)
préximo a 1.

Figura 10. Curvas de calibracéo analiticas para o herbicida Atrazina

Absorbancia

Y =0.1839*X + 0.05194
0 1 1 1 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

Concentragdo (mg/L)

Fonte: autoria prépria
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Os limites de detecgdo e quantificagdo dos métodos foram calculados de acordo com as

equacOes 1 e 2 apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Limite de deteccdo e limite de quantificacdo dos métodos analiticos para a ATZ.

Atrazina
Limite de deteccdo (mg/L) 0,161
Limite de quantificacdo (mg/L) 0,539

Fonte: autoria propria

4.2 Eficiéncia de encapsulacado do herbicida atrazina

A eficiéncia de encapsulacdo da atrazina (E.E.) foi realizada pelo método
ultrafiltracdo/centrifugacdo e as amostras foram analisadas por espectrofotbmetro UV-visivel.
Particulas em escala nanométricas possuem valores elevados de area/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 quimica de cada molécula e sua interagdo com
o carreador.

A tecnologia de encapsulamento com base nos métodos de remocdo de
solvente/emulsificacdo é considerada uma das técnicas mais promissoras para protecdo e
liberacdo de ativos, devido a sua alta eficiéncia de encapsulacdo, manutencdo da estabilidade
quimica e liberacdo modificada do ativo (LU et al., 2016). No entanto, compostos hidrofilicos
apresentam baixo valor de eficiéncia de encapsulacdo (~10%) quando associados em
nanoparticulas lipidicas, enquanto que compostos hidrofébicos possuem alta afinidade (acima
de 70%) (MORA-HUERTAS, 2010). Neste sentido o herbicida ATZ que possui baixa
solubilidade em agua (~ 28 mg/L) (EXTOXNET, 2011), foi associado aos nanocarreadores
lipidicos objetivando uma liberacdo modificada, a fim de desenvolver nanoformulacdes que
possam causar menos impacto ambiental e a saide humana.

Os valores de eficiéncia de encapsulagdo para as nanoformulacbes de CLN:ATZ,
CLN:ATZ_Au@CTAB e CLN:ATZ_Fe30:@OA foram descritos na Tabela 3, e observa-se que
os valores de E.E. estdo acima de 90%, mostrando uma boa afinidade do ativo com a matriz

lipidica para todos 0s nanocarreadores.
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Tabela 3. Valores de eficiéncia de encapsulacdo dos CLNs contendo o herbicida atrazina para

as diferentes formulagdes sintetizadas.

Formulagdes Atrazina (%)
CLN:ATZ 94,13
CLN:ATZ _Au@CTAB 95,03
CLN:ATZ_Fe304 @OA 91,07

Fonte: autoria prépria

A elevada eficiéncia de encapsulacdo do herbicida atrazina nos CLNs pode ser explicada
principalmente pela alta solubilidade deste herbicida nos lipidios liquido (Myritol 318) e sélido
(tripalmitina) presentes nos CLNs, bem como pelas intera¢fes entre os grupamentos carboxilicos
do lipidio com os grupos amino (NH) presentes no herbicida atrazina. Além disso, a E.E. de
ativos também pode ser influenciada pela quantidade de PVA utilizada no preparo das
nanoformulagdes, uma vez que a porcao hidrofobica do PVA pode penetrar nas cadeias dos CLNs
durante o processo de emulsificagdo. Assim, com a adi¢cdo de PVA ha capacidade de formar
facilmente uma rede interconectada com o ativo, elevando a um aumento do encapsulamento
(WU et al., 2008).

Portanto, através deste estudo conclui-se que o herbicida ATZ teve boa encapsulacdo nos
CLNs. Como por exemplo, nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) mostraram também boa
associacdo com compostos hidrofébicos semelhantes aos usados neste estudo (PASQUOTO et
al., 2015). Também, em um outro estudo, (GRILLO et al., 2012) associaram o herbicida atrazina
em nanocapsulas de poli (e-caprolactona) (PCL) e tiveram eficiéncia de encapsulacdo de 86%,

um pouco menor que os valores obtidos neste estudo.

4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS NANOCARREADORES
HIBRIDOS

4.3.1 Espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta (PZ)

Os CLNs foram caracterizados pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) e
apresentaram perfil de distribuicdo de tamanho monomodal (Unica populacdo de particulas) e
indice de polidispersdo (PDI) entre 0,1 e 0,2 (Figura 11). De acordo com (LEUNG; SHEN, 2018)
os indices de polidispersdo menor de 0,2 mostram estabilidade coloidal para estes tipos de

carreadores. Sistemas sem e contendo herbicida também foram analisados por DLS e observou-
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se que a adicdo da ATZ tornou os CLNs ligeiramente maiores (Tabela 4), devido ao
encapsulamento do ativo, como mostra Vitorino e colaboradores (VITORINO et al., 2011).
Apenas 0s Fes04@0A ¢ CLN:ATZ_Fe30s@O0A néo apresentaram diferengas em seu diametro
médio, que pode estar relacionado a menor associacdo da ATZ com os carreadores (91%) em
relacdo aos demais.

Figura 11. Espalhamento de luz dindmico realizado a uma temperatura de 25 °C em triplicata.
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Tabela 4. Tamanho, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta nas nanoformulacdes.

Formulagdes Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta (mV)
CLN 286,0+1,2 0,11 £ 0,05 -16,2+0,3
CLN:ATZ 311,0+ 3,6 0,17 £ 0,06 -125+0,2
CLN_Au@CTAB 268,5+5,7 0,20 £ 0,02 -17,3+1,5
CLN:ATZ_Au@CTAB 427,0+7,0 0,27 £ 0,30 -5,30£0,2
CLN_Fe30:@0A 295,8+0,4 0,23 £ 0,02 -175+0,4
CLN:ATZ_Fe304@0A 295,0+ 3,9 0,22 +0,02 -235+1,2

Fonte: autoria prépria

A estabilidade coloidal dos CLNs foi avaliada através da analise do potencial zeta (carga
superficial). Sabe-se que é necessario um valor minimo de 30 a 50 mV em mddulo para se ter
uma repulséo eletrostatica suficiente entre as nanoparticulas para manter a estabilidade fisica e

impedir a ocorréncia de coalescéncia (MULLER et al., 2012). Na Tabela 4 nota-se que 0
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potencial zeta dos CLNs foram relativamente baixos (entre -5,38 + 0,27 a -23,5 = 1,25 mV), isso
ja era esperado uma vez que o PVA utilizado na formulacdo, adsorve sobre a superficie das
nanoparticulas criando uma camada estabilizadora por efeito estérico, a qual leva a uma reducgéo
do potencial zeta (MALISKA, 2000). Portanto valores baixos de potencial zeta, ndo representam

problemas de estabilidade como descritos por alguns autores (STAVEN et al., 2016).

4.3.2 Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

O tamanho dos CLNs sem e contendo herbicidas foram avaliados por NTA, e observou que
todas as nanoformulaces apresentaram tamanhos compreendidos entre 210 nm e 260 nm.
Entretanto, os valores médios de tamanho obtidos pelo NTA foram ligeiramente menores aos
valores obtidos pelo DLS (Tabela 5), isso ocorre porque a técnica de NTA é baseada no
rastreamento de particulas individuais, enquanto o DLS mede uma maior quantidade de
particulas, enfatizando apenas a distribuicdo de particulas que aparecem em maior nimero na
amostra (FILIPE et al.,, 2010). No entanto, ambas as técnicas mostraram boa precisao e
distribuicbes de tamanho relativamente estreitas.

A concentracdo de nanoparticulas foi da ordem de 10'? particulas/mL com pequenas
variagoes entre as nanoformulagdes. Apenas para a nanoformulacdo CLN:ATZ_Au@CTAB que
foi observado um discreto aumento no tamanho das particulas e uma reducdo na sua
concentracdo, provavelmente devido as NPs de ouro competirem por espaco com as moléculas
de ATZ dentro do nanocarreador. Isto provavelmente ndo foi observado para as
CLN:ATZ_Fe304@O0A, uma vez que as Fes0s@OA NPs sdo menores (10 nm) que as NPs de
Au (46 nm).

Tabela 5. Tamanho e concentracdo de nanoparticulas avaliados por NTA.

Sistemas Tamanho Concentracédo (particulas/ ml)
(nm)

CLN 215,0+£0,8 7,59 x 10'% + 1,75 x 101
CLN:ATZ 2245+1,0 9,09 x 102+ 4,36 x 10%*
CLN_Au@CTAB 223,1+ 3,7 8,64 x10'2+ 2,73 x 10!
CLN:ATZ _Au@CTAB 258,4 + 3,0 4,08 x 10'?+ 1,57 x10%
CLN_Fe304@0A 216,3+25 7,68 x 1012+ 2,29 x 10!
CLN:ATZ_Fe3:0:@0A 226,3+ 2,7 0,48 x 10'% + 4,96 x 101*

Fonte: autoria prépria
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Todas as analises de distribuicdo de tamanho mostraram que as nanoparticulas apresentaram
apenas uma populacdo (monomodal), e estes dados séo de grande importancia, pois quando se
pretende preparar um sistema de liberacdo modificada, o tamanho das nanoparticulas interfere
no processo de liberacdo (REZENDE et al., 2003), assim sendo, quanto mais uniforme for o
sistema, maior a reprodutibilidade dos dados, e mais facil poderemos comparar as diferentes
formulagGes quando expostas em organismos alvos, ocorrendo menores interferéncias no

processo de liberagédo dos ativos e melhor estabilidade coloidal (FARIA et al., 2016).

4.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As atribui¢bes dos modos vibracionais dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNS),
foram observadas nos espectros de infravermelho e comparadas as amostras sem e contendo o
herbicida (ATZ) e nanoparticulas inorganicas, a fim de observar evidéncias na associacédo entre
a cadeia lipidica do carreador e os demais componentes da formulagdo (herbicida, nanoparticulas
inorganicas, etc). A Figura 12 apresenta o espectro na regido do infravermelho das
nanoformulagBes, e observa-se que em todas as amostras ha bandas em 1736 cm™ referente ao
estiramento da ligagdo C=0 da func&o éster presente nos lipideos, e 715 cm™ corresponde ao
estiramento das ligagBes C-H. Também, em 2914 cm™ e 2850 cm, observa-se estiramento da
ligagdo C-H do grupamento alquila. Além disso, observa-se que na mistura fisica é possivel
encontrar em 3265 cm™ uma banda relacionada ao estiramento da ligagdo N-H da atrazina, n&o
sendo encontrada nas nanoformulacdes, sugerindo associa¢do com os carreadores. Ademais, nao
foram observadas mudancas significativa entre os tratamentos quando se incorporaram as

nanoparticulas inorganicas aos CLNSs.

41



Figura 12. Espectroscopia na regido do infravermelho dos CLNs e seus componentes.
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4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos CLNs magnéticas e plasmonicas, sem e contendo o herbicida atrazina
foram avaliados por microscopia eletronica de varredura (MEV). Nas amostras das Figuras 13-
A e 14-A, observou-se que a morfologia das nanoparticulas € predominantemente esférica com
superficie lisa, além disso, através de minuciosa analise das imagens foram estimados 0s
tamanhos e as porcentagens relativas demonstrados pelos histogramas representados pelas
Figuras 13-B a 15-B obtido por intermédio do programa imagej.

Os CLNs se apresentaram em uma forma bem dispersa, com uma distribuicdo aleatéria de
tamanhos, tendo a maior parte das dimensdes destas distribuidas entre 150 e 200 nm, obtendo

uma estreita distribuicdo de tamanho.
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Figura 13. Amostras do CLNs sem o herbicida: A) Micrografias de MEV das amostras e B)
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A partir da analise das imagens de MEV foi possivel observar que a morfologia dos CLNs
n&o diferiu significativamente com a presenca de atrazina (Figura 14-A ) e nenhuma micrografia
mostrou cristais de atrazina, corroborando com o alto valor de E.E. estudado (Tabela 3).
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Figura 14. Amostras do CLNs contendo herbicida: A) Micrografias de MEV das amostras e B)
Histogramas de distribui¢do de tamanho.
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4.3.5 Difracao de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de raios-x dos CLNs sdo mostrados na Figura 15, observa-se que 0s picos
de difracéo correspondem ao lipidio utilizado, de acordo com alguns relatados na literatura (SHI
etal., 2019; ZHANG et al., 2016).

Os picos de difracdo das NPs inorganicas foram usados para identificacdo da estrutura
cristalina de cada nanoparticula inorganica. Assim, quatro picos de difracdo foram identificados
para as NPs magnéticas em 30° (2 2 0), 35,4° (31 1), 64° (44 0) e 57° (51 1), sugerindo ser a

estrutura da magnetita (tipo espinélio inverso) de acordo com o Crystallographic Open Database
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(COD 96—900—2318). Ja para as NPs de ouro foram observados picos principais de difracdo em
38,2°(111),44,3°(200), 64,9° (2 2 0), mostrando uma estrutura ctbica (JCPDSNo. 03-0921).
Além disso, o tamanho médio do cristalito das nanoparticulas foi calculado pela equagdo de
Scherrer, sendo 46,8 nm para as NP_Au@CTAB e 10,3 nm para NP_Fe3s04s@0A.

No que diz a respeito dos nanocarredores sintetizados, 0S mesmos picos aparecem em
distintas amostras, sem deslocamento significativo. Assim, picos caracteristicos foram
observados no padrdao de DRX a 20 de 6,76 °, 19,4 °, 23,1 °, 24,1 °, correspondentes as difracdes
de picos do lipidio caracterizando a presenca da fase p (SHI et al., 2019). Observa-se também,
um pequeno pico em 35,4 ° nas amostras que contem FesO4 sugerindo que seja nanoparticulas
magnéticas (MAHDAVI et al., 2013). Ademais, as posi¢des relativas do pico de CLNs sem
herbicida, concordam com os picos de difracdo das que contém o ativo. Nota-se também, que
ocorre uma diminuicdo da intensidade com adi¢cdo do herbicida, reduzindo a cristalinidade do
material, que pode estar relacionado a inexisténcia de uma orientacdo preferencial dos cristais,
ou seja, os cristalitos ndo tém uma tendéncia a se orientarem em determinadas direcOes
cristalogréficas. Os picos mais agudos também sugerem que esse sistema tem boa estrutura
cristalina. Os dados de DRX sugerem ainda que o efeito das nanoparticulas plasmonica e
magnética na estrutura das amostras do nucleo/invélucro dos CLNs € insignificante, ficando bem
claro o revestimento bem-sucedido feito pelo lipidio.

Figura 15. Difratograma de raio-X dos CLNSs e das nanoparticulas inorganicas.
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4.3.6 Analises Térmicas

4.3.6.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Analisando os CLNs, bem como para os contendo nanoparticulas inorganicas e ATZ pelas
curvas de DSC representados na Figura 16. P6de-se observar que os CLNs apresentaram dois
picos endotérmicos sobrepostos: o0 primeiro, de menor intensidade, centrado em
aproximadamente Tm = 58°C, e 0 segundo centrado em aproximadamente Tm = 63°. Isso pode
ser atribuido a fuséo das estruturas cristalinas presentes na tripalmitina. Tendo em vista que as
medidas de DRX, indicaram a presenca da fase f (BUNJES; UNRUH, 2007; CHEMISTRY et
al., 1990), podemos supor que a sobreposicao a formacdo de uma distribuicdo ampla em tamanho
de cristais, havendo duas distribuicbes em maior quantidade. O aumento no valor de A1
constatado para as amostras CLN_ATZ, comparativamente as amostras de CLNs, podem indicar
um ampliacao no grau de incompatibilidade (diminuicdo da interacdo) entre os lipideos induzida
pela presenca do herbicida (PRASANT et al., 2015). A incompatibilidade permite que ocorra
uma tendéncia de aumento da porcéo cristalina dos CLNs aumentando os valores de AHm.

Comparando as amostras de CLN_ATZ com CLN, percebe-se que a Tmdo CLN_ATZ é
menor, sugerindo que ha uma menor organizacdo nestes nanocarreadores, reduzindo
automaticamente os valores da Tm. Além disso, nota-se que a temperatura de fusdo cristalina
(Tm) e AHmn estimado pelo Ic dos nanocarreadores aumentou nos sistemas contendo
nanoparticulas inorganicas (Au@CTAB e Fes04@0A), levando a uma formagéo de estrutura
mais organizada. O aumento dos valores AHm, demostrou que a organizacdo cristalina se
sobrepde a ampliacdo dos valores de dispersdo de tamanho dos cristais, representado pelo
alargamento dos picos de fusdo observados por meio dos valores de Aty (PRASANT et al.,
2015) (Tabela 6).

Tabela 6: Valores das curvas do DSC para os diferentes nanocarreadores sintetizados.

Amostra Tm (°C) AHm (J/g) A11/2 (°C) lc

CLN 63,3 67 4,6 1
CLN_ATZ 62,4 71 6,4 1,12
CLN_Au@CTAB 65 74,1 8,2 1,12
CLN_ATZ_Au@CTAB 62,4 85 5 1,28
CLN_Fe3s04@0A 64,1 73,4 9,6 1,29
CLN_ATZ Fe304@O0A 63,0 67 49 1,10

Fonte: Autoria propria
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Nos nanocarreadores hibridos contendo nanoparticula inorganica, pode-se notar que ao
incorporar a atrazina, teve como efeito geral, a reducgéo dos valores de Tm, corroborando com a
proposta do efeito ativo do ATZ na matriz lipidica. Os valores de entalpia aumentaram ou
permaneceram constantes apds a adicdo do herbicida ATZ. Outro fator relacionado ao
incremento nos valores de entalpia dos CLNs pode ser atribuido ao aumento da cristalinidade
apos a adicdo da ATZ em conformidade com o indice de cristalinidade (Ic), visto que, quanto
maior a organizacao do reticulo cristalino de um material, maior seré a energia necesséria para
superar as forcas de coesdo da estrutura e assim o comportamento de cristalizacdo das particulas
pode ser determinante na expulsdo ou ndo do ativo durante o tempo de estocagem ou liberacao
(TAMJIDI et al., 2013). Entretanto, para as CLNs magnéticas, este perfil ndo foi observado,
mostrado que o tipo de nanoparticula inorganica associada ao carreador também interfere na
entalpia do sistema e no indice de cristalinidade (Tabela 6).

Considerando os valores de dispersdo obtidos para as amostras de CLN_ATZ, pode-se sugerir
que o grau de dispersao de tamanhos dos cristais seja dirigido pela associagdo entre os lipideos,
como a ATZ presente tende a diminuir tal associacéo, iSso permite que a organizacédo estrutural

da matriz lipidica seja dirigida pelas nanoparticulas inorganicas.

Figura 16. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), dos carreadores sem e contendo ATZ
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4.3.6.2 Termogravimetria (TG)

As curvas TGA/DTG das NPs de FesO4 revestidos com OA s&o mostradas na Figura 17-A.
Nota-se que ha quatro picos na curva DTA, tais picos estdo relacionados a quatro perdas de massa
presentes nas nanoparticulas magnéticas. O primeiro pico centrado em 242°C, proximo ao ponto
de ebulicdo ou decomposi¢édo do acido oleico, possivelmente devido a remocao de acido oleico
livre da superficie das NPs de Fez04. O segundo pico centrado em 350 ° C fortemente lidado esta
relacionado a perda de massa de &cido oleico as NPs de FesO4. Por sua vez o terceiro pico
centrado em 687 ° C ¢ atribuido a transicdo de fase de Fes3O; para FeO, que é
termodinamicamente estavel acima de 570 °© C como apresentado no diagrama de fases do
sistema Fe-O. O quarto pico esta localizado em 711 °C, esta relacionado a uma de perda de
massa possivelmente devido a desoxidacdo de FeO, uma vez que a andlise TGA/DTG foi
realizada sob a atmosfera de N2 (MAHDAVI et al., 2013).
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Figura 17. Anélise termogravimétrica das nanoparticulas inorganicas: A) FesOs@OA e B)
NPs Au@CTAB
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Fonte: autoria prépria

As NPs Au@CTAB representada pela Figura 17-B, observa-se, dois picos pico de derivada
(DTG), permitindo uma melhor visualizacdo destes resultados, sendo o primeiro relacionado a
perda de solvente organico e o segundo a degradacdo das NPs AU@CTAB. O primeiro pico, em
torno de 80°C, € menos intenso corroborando para perda de massa por conta da perda de solvente
da amostra. No segundo pico, centrado em 250 °C é caracteristico da degradacdo do CTAB
utilizado.

A determinacdo das propriedades térmicas dos CLNs (Figuras 18 e 19) permite estudar as
alteracbes provocadas por variacbes da temperatura, para este fim as analises de TG foram
utilizadas para avaliar a degradacdo térmica dos carreadores. Observa-se que em ambos 0s
sistemas CLN, CLN_Au@CTAB e CLN_Fe30.@O0A sem e contendo herbicida (ATZ), ocorre
uma perda de massa inicial em temperaturas abaixo de 100 °C, que esta associado a perda de
agua e degradacdo de compostos volateis. Constata-se na derivada que ocorrem trés picos, sendo
o primeiro em 80 °C, que corresponde a maior perda de massa por conta de perda de dgua nessas
amostras, 0 segundo pico préximo a 284°C, esse valor pode ser equivalente a temperatura inicial
de degradacdo lipidio por ruptura das ligacGes, para formar um composto intermediario,
(transicBes térmicas secundarias, por ndo estar puro o lipidio), em torno 350 °C encontra-se 0
terceiro pico, indicando a perda de massa da decomposicao final para todas as CLNs (GARCIA
etal., 2012)
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Figura 18. Termogravimetria apenas dos CLNSs.

100

80

60

Massa (%)

40 4

20

Massa (%)

100

804

CLN

CLN:ATZ

Deriv. Massa (% / °C)

T
0

T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

N R —
0 100 200

T
300

T
400

T T T T T T T
500 600 700 800
Temperatura (°C)

Fonte: autoria propria

3,0

2,5

2,0

15

1,0

0,5

0,0

Deriv. Massa (% / °C)

Figura 19. Termogravimetria dos CLNs contendo NPs inorganicas: A) CLN_Au@CTAB e B)

CLN_Fe3s0:@0A
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Portanto através destas anélises conclui-se que a adi¢do do herbicida, ndo influenciou na

perda de massa do sistema (Figura 19).
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4.4 MEDIDA DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES (PH)

O valor do pH influencia na estabilidade quimica dos nanocarreadores lipidicos (MOHD et
al., 2019) e tem sido um importante parametro de estabilidade para CLNs. AlteracGes no valor
de pH podem indicar degradacdo das cadeias lipidicas, uma vez que grupamentos acidos dos
lipidios podem ser transferidos a solucdo (FARIA et al., 2016). Assim, nota-se que com passar
do tempo, o pH se manteve estavel em todas as formulacbes (Figura 20), apresentando valores

préximos aos encontrados na literatura (MOHD et al., 2019).

Figura 20. Estudo da estabilidade quimica das nanoformulac@es lipidicas através de valores de
pH: A) CLNs sem ATZ e B) CLNs com ATZ.

14 14

-~ CLNATZ
124 —% CLN 12+ -8 CLN:ATZ AU@CTAB
10 -o- CLN_Au@CTAB 10- —— CLN:ATZ Fes0,@0A

— CLN_Fe;0,0A

T 81 A T &
B e ——
4 4+
2 24
T T T 0 T T T
0 20 40 60 0 20 40 60
Tempo (dias) Tempo (dias)
A B)

Fonte: autoria prépria

45 CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO DO HERBICIDA

A liberacdo de um ativo contido nas nanoparticulas pode ser determinada por inimeros
fatores, entre eles, tamanho das particulas, massa molar do lipidio, natureza dos reagentes e o
tipo de interacdo entre eles (SIEPMANN; PEPPAS, 2001). Neste sentido comparou-se a
liberacdo dos CLNs hibridos com os CLN sem nanoparticulas inorgénicas a fim de verificar
alterac6es no perfil de cinética de liberagdo. Inicialmente, o perfil para todas as formulagdes foi
répido, devido a liberacdo da atrazina ndo associado aos carreadores e posteriormente foi se
tornando mais lenta com o passar do tempo (Figura 21), mostrando que todos os CLNs

sintetizados possuem capacidade para agir como sistemas de liberacdo de ativos.
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Figura 21. Cinética de liberacdo in vitro dos carreadores lipidicos nanoestruturados, em

diferentes sistemas, determinacdo em triplicata (n=3).
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A Figura 22 mostra o tempo que cada formulacdo demora para liberar 10, 20 e 30% da
atrazina. Observa-se que os CLNSs, que ndo contem nanoparticulas inorganicas, atingem a maior
taxa de liberacdo em menor tempo, sugerindo que a adicdo das nanoparticulas inorgéanicas,

dificultam a liberacdo do ativo, tornando-a mais lenta.

Figura 22. Comparacdo da liberag&o dos carreadores contendo o herbicida ATZ em valores de
t10%, t20% e t30%.
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A analise do mecanismo de liberacdo de ativos em nanocarreadores pode ser uma ferramenta
poderosa para desenvolver novas formas de dosagem, e assim fornecer informagdes importantes
a respeito dos fatores que governam a liberacgdo destes ativos (LAMBERTI; GALDI; ANGELA,
2011). Portanto, alguns modelos matematicos foram testados, conforme descrito pelas equacdes
representadas na tabela 1, e 0 modelo que apresentou coeficiente de correlagdo (R%) mais proximo

de 1 foi o escolhido para representar tais sistemas (Tabela 7)

Tabela 7. Modelos matematicos de cinética aplicados ao perfil de liberagao da atrazina nos

diferentes carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN).

Fomulaces Modelos (r?)
Ordem Primeira Higuchi Korsmeyer- Hickson-
Zero Ordem Peppas Crowell
CLN:ATZ 0,9897 0,7840  0,4390 0,9752 0,8902
CLN:ATZ_Au@CTAB 10,9959 0,8646  0,6483 0,9980 0,9379
CLN:ATZ Fe304@OA 0,9771 0,7969  0,7757 0,9808 0,8827

Fonte: Autoria propria

O modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas (Figura 23) foi o quer apresentou melhor
r’. Neste contexto, a partir das curvas de liberacdo, e em funcdo deste modelo foram realizadas
regressoes lineares a fim de se determinar os valores da constante cinética de liberag&o (k), bem
como o coeficiente de correlacéo linear (r). e, portanto, e o0 expoente da liberacdo (n) foram
calculados (Tabela 8).

Figura 23. Modelagem matematica segundo o modelo de Korsmeyer Peppas.
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Tabela 8. Dados referentes a modelagem matematica segundo Korsmeyer Peppas.

Formulacdes Constante de Expoente de Equacéo da reta
liberacéao (k) liberacéao (n)
CLN:ATZ 8,65 x 10 1,41 Y =1,412*X - 9,355
CLN:ATZ_Au@CTAB 4,10 x 10 1,03 Y =1,038*X - 7,799
CLN:ATZ_Fe304@0A 1,12 x 10’3 0,93 Y =0,9301*X - 6,794

Fonte: Autoria prépria

O valor do expoente da liberagdo (n), é quem indica o tipo de mecanismo que esta envolvido
na liberagéo, assim variam os valores de n usados para interpretar e caracterizar o mecanismo de
liberacdo. O cilindro é a forma geométrica mais comum dos comprimidos; neste caso, quando n
é igual a 0,45, o mecanismo principal, que controla a liberacao do farmaco no sistema é a difusao
pura (difusdo Fickiana classica), quando o n assume o valor 0,89, a equacdo corresponde a
cinética de liberacdo de ordem zero, sendo a liberagdo controlada por mecanismo de transporte
de Caso Il, ou seja, pelo fenémeno de intumescimento (relaxamento da matriz ou liberacédo
mediante erosdo). Outros valores de n (0,45 < n <0,89) indicam cinética de transporte anémalo,
ou seja, uma combinacgéo dos dois mecanismos de difusdo e de transporte de Caso 11, os valores
de n > 89 é referente mecanismo de transporte super caso-11, que consiste em fendmenos de
inchamento/relaxamento da matriz, na qual envolve a transicdo de um estado semi-rigido a outro
mais flexivel, como processos determinantes na liberacdo do herbicida (ENSCORE;
HOPFENBERG; STANNETT, 1977; KAHN, 2014; RITGER; PEPPAS, 1987) .

Em nosso sistema o n estdo entre 0,93 e 1,41, indicando que a liberacéo do ativo dentro dos
CLNs foi governada pelo mecanismo de transporte super case-Il, modificaram o perfil de

liberacdo, retardando a sua liberacéo.

4.6 EFEITO DOS CLNS EM PLANTAS AQUATICAS

O efeito dos CLNs foi estudado em macrofitas aquaticas neotropical de flutuacdo livre
denominada Lemna valdiviana. Neste estudo CLNs foram incubadas em diferentes
concentragfes e pardmetros como superdxido dismutase, teor de pigmentos (clorofila a, b e
carotenoides), peroxidacdo lipidica e eficiéncia quantica foram utilizados para medir a
toxicidade, bem como a eficiéncia herbicida de cada CLNs nas macrdfitas.
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4.6.1 Superoxido dismutase (SOD) e Peroxidacao lipidica

Superoxido dismutase (SOD) é uma enzima antioxidante que previne a morte celular
induzida por espécies reativas de oxigénio (ERO). A SOD catalisa a dismutacdo dos radicais
superdxido, produzindo peroxido de hidrogénio. As folhas da macrofita L. valdiviana exibiram
um aumento significativo na atividade da SOD quando comparada atrazina em sua forma livre,
e as nanoformulacgdes contendo atrazina (Figura 24-A).

Porém, observa-se que em todos os tratamentos a atividade de SOD foi maior para 0s
nanopesticidas. J& as formulacdes contendo NPs de AU@CTAB e Fes04s@O0A, para as plantas
tratadas com 100 pg/L apresentaram os maiores valores de atividade da SOD. Este aumento pode
estar possivelmente associado a geracao oxigénio singleto (COBB, 1992).

Embora o SOD remova 0s anions superoxido, ele o faz convertendo um derivado toxico de
oxigénio (O* ) em outro (H 20,). Em conjunto, todas essas reacdes reduziram a formagéo de
radicais hidroxila e oxigénio singleto, levando a peroxidacdo lipidica e a oxidacdo de proteinas.
O aumento observado na atividade da SOD reflete que a enzima contribui para a eliminagéo de
ERO induzida pelas nanoformulagdes. Para a peroxidacdo de lipidios, apenas as plantas tratadas
com 50 e 75 pgL ! apresentaram diferencas considerando a atrazina em sua forma livre e
nanoencapsulada (Figura 24-B). A peroxidacdo lipidica € 0 mecanismo mais importante
envolvido na toxicidade induzida por pesticidas (NWANI et al., 2010) relacionado a degradacéo

das membranas celulares induzidas por ERO.

Figura 24. Avaliacdo da concentracdo de superédxido dismutase (A) e perodixadacdo
lipidica (B) em macrdfita L. valdiviana
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4.6.2 Teor de pigmento

O dano induzido pelos CLNs hibridos sem e contendo ATZ também foram avaliados através
da medicdo do teor de pigmentos fotossintéticos da clorofila-a (Chl-a), clorofila-b (Chl-b) e
carotenoides (Car). A Chl-a é a molécula efetiva, tendo participacdo direta nas reagdes
fotoquimicas, enquanto que a Chl-b e Car s&o pigmentos acessorios na captura e transferéncia de
elétrons. Nota-se nas Figuras 25 que os nanocarreadores contendo atrazina apresentaram menor
quantidade de pigmentos em relacdo ao controle (carreadores sem atrazina). Além disso, o teor
de clorofila a (Chl a) foi significativamente reduzido, nas maiores concentragdes do estudo,
mostrando que 0s nanopesticidas reduziram a quantidade de Chl-a nas plantas, sugerindo danos
estruturais induzidos no aparato fotossintético. Esta reducdo na Chl-a pode estar associada a
diferentes vias: a) inibicdo de sintese devido a altera¢6es induzidas na atividade de enzimas, ou
regulacdo negativa de genes em resposta producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs);
destruicdo da regulacdo positiva de Chl preexistentes em genes associados a enzimas cataliticas
(clorofilase) e/ou sintese de acido abscisico (ABA); ¢) outra possivel via é a reducdo do tempo
de vida das moléculas de Chl quando os niveis internos de poliaminas e citocininas também séo
reduzidos (HELDT; PIECHULLA 2014). No caso da atrazine, possivelmente temos uma
resposta a geracdo de EROs, uma vez que os cloroplastos séo um importante gerador de ERO, e
esse efeito pode se manifestar por uma rapida diminuicdo na biossintese de clorofila, induzindo
sua degradacdo (LIOTENBERG et al., 2015).

Figura 25. Teor de pigmento da clorofila: A) clorofila a, B) clorofila b e C) carotenoides.
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Além disso, os resultados aqui apresentados mostraram que as CLNs contendo nanoparticulas
inorganicas inibiram significativamente a biossintese de Chl-a e, consequentemente, a
quantidade total de clorofila, da biossintese de Chl-b e Car conforme aumenta a concentracao de
ATZ, principalmente para as CLN:ATZ_Au@CTAB.

4.6.4 Eficiéncia quéantica

As respostas da eficiéncia quéantica fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm) (Figura 26)
apresenta um comportamento dose-resposta de inibicdo, e também diferem entre os
nanossistemas hibridos. Observa-se um declinio significativo de Fv/Fm em funcdo do aumento
da concentragdo para todos os sistemas contendo ATZ. Estes resultados sugerem alteragdes
estruturais e funcionais do fotossistema Il (PSII) (LANNOYE, 1985), indicando danos da cadeia
de transporte de elétrons (ETC).

O modo de acdo da atrazina € relacionado a inibicao da transferéncia de elétrons ao nivel da
quinona secundaria (Qg) para espécies ndo tolerantes, as alteracdes em observadas em Fv/Fm
confirmam que esta inibi¢do afeta o fluxo de elétrons no PSII. Por outro lado, estes resultados
nos fornecem uma evidéncia da maior eficiéncia do herbicida encapsulado na inibicdo do
transporte de elétrons da fotossintese como nos demais ensaios, apenas as
CLN:ATZ_Au@CTAB apresentaram menor eficiéncia quantica quando submetida a 100 ug/L
em relagdo aos outros nanocarreadores e a atrazina ndo encapsulada. Portanto, tal resultado pode
estar relacionado efeito de ressonancia plasménica, associado ao sequestro de elétrons das

moléculas de clorofilas em seu estado excitado pela superficie das nanoparticulas de ouro (Figura
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25- C). Vale ressaltar, que tais resultados podem variar de acordo com a variabilidade genética
de populagdes de plantas-alvo, dependendo do grau de tolerdncia ou susceptibilidade dos

organismos a atrazina.

Figura 26. Fluorescéncia do rendimento quéantico (Fv/Fm)
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foram desenvolvidos diferentes carreadores lipidicos nanoestruturados
contendo nanoparticulas magnéticas (FesOs@OA) ou nanoparticulas plasmonicas (Au@CTAB)
e um sistema sem nanoparticulas inorganicas (CLNs) para o herbicida atrazina. Todas as
nanoformulacgdes foram preparadas pelo método de emulsificacdo evaporacdo do solvente e sua
caracterizacdo fisico-quimica forneceu informacGes importantes sobre o perfil de cinética de
liberagdo in vitro da atrazina nestes carreadores, bem como seu efeito herbicida em plantas
aquaticas.

Desta maneira, todos CLNs tiveram alta eficiéncia de encapsulagcdo com o herbicida (maior
que 90%), indicando boa interacdo da atrazina com o sistema carreador, obteve-se um indice de
polidispersdo < 0,2 e potencial zeta negativo entre -5,38 £ 0,27 e -23,5 £ 1,25 mV. As analises
de FTIR e DRX que confirmaram que a ATZ foi encapsulada nas nanoparticulas, ndo havendo
modificacdo na estrutura lipidica. Além disso, foi possivel determinar que com a adicdo de ATZ
as nanoparticulas tiveram um aumento no tamanho médio dos CLNs, demonstrando que a
encapsulagdo do herbicida foi bem-sucedida, verificada através de analises de NTA e DLS, que

apresentaram um tamanho médio de particulas compreendido entre 215 e 427 nm com
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morfologia esferica. Também, as andlises térmicas DSC e TG, mostraram gue com 0 acréscimo
do ATZ, diminuiu a organizacgdo estrutural da matriz lipidica, evidenciado pela menor entalpia
de transi¢do. Durante um periodo 60 dias, a formulacdo foi estavel e ndo houve formacédo de
agregados durante esse periodo, apresentando valores de pH constantes.

Nos ensaios de cinética de liberacao ficou evidente que houve um retardo na liberacdo dos
sistemas contendo nanoparticulas inorgénicas, e a aplicagdo do modelo matematico de
Korsmeyer-Peppas mostrou que o processo de liberacdo da ATZ nestes CLNs é governado pelo
mecanismo de transporte super caso-1l. A avaliacdo da toxidade do ATZ encapsulado em
nanoparticulas, realizado na lemna, mostrou que os diferentes sistemas de CLNs contendo ATZ
foram mais efetivos na morte das plantas aquaticas, se comparado com a ATZ pura.

Portanto, pode-se concluir tais carreadores lipidicos nanoestruturado sdo promissores para
controlar a liberacdo de ativos para agricultura, e consequentemente, podem diminuir a dose de
herbicidas que causam impactos ambientais e afetam a salde humana. Além disso, tais
carreadores hibridos aqui desenvolvidos poderdo ser uteis para rastrear tais nanopesticidas nas
plantas, elucidando assim o porqué a ATZ encapsulada possui maior eficiéncia herbicida em

relacdo a ATZ livre.
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