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RESUMO

Muitas das novas tecnologias desenvolvidas atualmente envolvem a
nanobiotecnologia, dentre elas, os sistemas carreadores nanoestruturados poliméricos.
Os sistemas nanoestruturados poliméricos (SNP) agem como compartimentos
transportadores de substancias bioativas e apresentam tamanho inferior a 1 ym. Estes
sistemas tém a capacidade de alterar as propriedades fisico-quimicas dos compostos a
eles incorporados, levando a algumas vantagens. Para herbicidas estes sistemas
podem ser responsaveis pela reducao na quantidade de substancia quimica necessaria
para o controle de pragas, diminuicdo no risco de poluicdo ambiental, reducdo na
quantidade de energia gasta, uma vez que se reduz o numero de aplicacoes
necessarias comparadas as formulacées convencionais € aumento na seguranca das
pessoas responsaveis pela aplicacdo do produto no campo. Neste trabalho pretende-se
introduzir esta nova abordagem tecnolégica de sistemas de liberacdo modificada para
herbicidas triazinicos, preparando e caracterizando dois tipos de nanocapsulas obtidas
do polimero biodegradavel poli(e-caprolactona) (PCL). Os herbicidas triazinicos
escolhidos foram ametrina, atrazina e simazina devido a sua ampla utilizacdo em
plantacdes de cana-de-acucar e milho no Brasil. Em uma primeira etapa deste projeto
foram preparadas nanocapsulas pelo método deposicao interfacial de polimero pré-
formado e analisadas quanto sua eficiéncia de encapsulagédo, perfil de cinética de
liberacao, estabilidade fisico-quimica e morfologia. A eficiéncia de encapsulacdo dos
herbicidas nas nanocépsulas de PCL foi elevada, apresentando valores compreendidos
entre 98% e 84% (m/m). O perfil de cinética de liberacdo do herbicida livre foi mais
rapido, quando comparado com o herbicida associado as nanocapsulas. O mecanismo
responsavel pela liberacdo dos herbicidas neste sistema foi dado pelo processo de
relaxamento das cadeias poliméricas. As suspensdes coloidais de nanocapsulas
apresentaram tamanho médio entre 200-300 nm, polidispersdo baixa e valores de
potencial zeta menor que -25 mV. As analises microscopicas mostraram que as
nanocapsulas apresentaram-se esféricas, densas e sem agregados. Os espectros de
infravermelho das nanocépsulas de PCL contendo herbicidas nao apresentaram
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bandas relacionadas aos herbicidas, evidenciando uma interacdo entre o composto
bioativo e a nanoparticula. Na segunda etapa deste projeto foram preparadas
nanocapsulas de PCL revestidas com diferentes concentracbes de quitosana e
encapsulou-se o herbicida atrazina ao sistema. A taxa de encapsulagao, o perfil de
cinética de liberacdo e a estabilidade fisico-quimica das formulacbes também foram
avaliados e observou valores de encapsulacao compreendido entre 84% e 64% (m/m).
O perfil de cinética de liberacao do herbicida também foi alterado quando associado as
nanocapsulas revestidas e o mecanismo de liberagao foi dado pelo processo de difusao
e relaxamento das cadeias poliméricas. A estabilidade das formulacdes foi alterada
conforme mudanga na concentragdo de quitosana. Portanto considerando alguns
destes resultados e pensando na larga utilizagdo de herbicidas no mundo, 0 seu uso na
agricultura na forma associada a sistemas carreadores de liberacado modificada pode

ser interessante e bastante promissor do ponto de vista ecolégico como econémico.
Palavras-chave: Liberacdo modificada, nanocapsulas, nanocapsulas revestidas,

quitosana, poli(e-caprolactona), herbicidas triazinicos, ametrina, atrazina, simazina,

quimica ambiental.

X1X



ABSTRACT

Many of the new technologies developed today involve nanobiotechnology, among
them, nanostructured polymeric carrier systems. Nanostructured polymeric systems
(PNS) compartments act as carriers of bioactive substances and have size less than 1
micrometers. These systems have the ability to change the physicochemical properties
of the compounds incorporated into them, leading to numerous advantages. For these
systems herbicides may be responsible for the reduction in the amount of chemical
needed for pest control, decreased risk of environmental pollution, reduction in the
amount of energy expended, since it reduces the number of applications required
compared to conventional formulations and increase the safety of persons responsible
for applying the product on the field. This study intended to introduce this new
technology approach for sustained release systems triazine herbicides, preparing and
characterizing nanocapsules produced with poly (e-caprolactone) (PCL). The herbicides
were chosen ametryn, atrazine and simazine because of its wide use in sugar cane and
corn crops in Brazil. In a first stage of this study was prepared nanocapsules by
interfacial polymer deposition method preformed and analyzed for their encapsulation
efficiency, release kinetics profile, physical and chemical stability and morphology. The
encapsulation efficiency of herbicides in PCL nanocapsules was good, with values

between 98% and 84%. The kinetic profile of free herbicide release was modified
compared with the herbicide associated with nanocapsules. The mechanism responsible
for the release of herbicides in this system was given by the process of relaxation of
polymer chains. The colloidal suspensions of nanocapsules present a mean size
between 200-300 nm, low polydispersity and zeta potential values lower than -25 mV.
The microscopic analysis showed that the nanocapsules were spherical and didn’t
present aggregates. The infrared spectra of nanocapsules-PCL containing herbicides
showed no bands related to herbicides, showing an interaction between the nanoparticle
and the bioactive compound. In the second stage of this study was prepared PCL
nanocapsules coated with different concentrations of chitosan and encapsulated to the
herbicide atrazine to the system. The rate of encapsulation, the profile of release kinetics
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and physical and chemical stability of the formulations were also evaluated and
observed values of encapsulation between 84% and 64%. The profile of release kinetics
of the herbicide was also altered when associated with nanocapsules coated and
release mechanism was given by the process of diffusion and relaxation of polymer
chains. The stability of the formulations was changed according to change in the
concentration of chitosan used. So considering some of these results and considering
the wide use of herbicides in the world, its use in agriculture as the associated systems
for the controlled release carrier can be interesting and very promising in terms of

ecological and economical.
Keywords: modified release, poly(epsilon-caprolactone), triazine herbicides,

nanocapsules, coated nanocapsules, chitosan, ametryn, atrazine, simazina,

environmental chemistry.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Defensivos agricolas

As plantas constituem a principal fonte de alimento do mundo e devido ao
aumento crescente da populagdo, tem ocorrido uma tendéncia nos ultimos anos
para maximizar a producéo agricola (PLIMMER et al., 2001; SOPENA et al., 2009).
Sabe-se que a escassez de alimentos ndo s6 leva a fome e a desnutricdo, mas
também a instabilidade social, politica e econdmica de uma regidao (KENAWY e
SHERRINGTONT, 1992). Entretanto muitos sdo os esforgos atualmente para
aumentar a produtividade agricola, a partir do desenvolvimento de culturas de alto
rendimento, que engloba a utilizacdo de fertilizantes, defensivos agricolas e
maquinas de alta tecnologia.

Os defensivos agricolas, também chamados de agrotoxicos, pesticidas,
praguicidas e biocidas, sdo substancias quimicas ou misturas, naturais ou sintéticas
utilizadas para eliminar pragas da lavoura, como fungos, insetos, plantas, bactérias e
virus (MOGUL et al., 1996). Estes compostos tém sido amplamente encontrados em
recursos hidricos superficiais e subterraneos do mundo, devido ao amplo uso em
areas agricolas e urbanas. Trata-se de uma variedade de moléculas com diferentes
propriedades que l|hes conferem diferentes graus de persisténcia ambiental,
mobilidade e potenciais téxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico ou algum
efeito enddcrino a diversos organismos ndo-alvos, inclusive o ser humano (ARMAS
et al.,2007).

No Brasil alguns fatores colaboram para a preocupagcdo com o uso de
defensivos agricolas, dentre os quais, poderiam ser citados 0 uso indiscriminado dos
mesmos e auséncia de uma legislacao e fiscalizagao mais eficientes quando se trata
de contaminagao de recursos naturais por estes compostos. No Brasil existem dois
orgaos que possuem definicbes para qualidade de aguas: o Ministério da Salude e o
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA). A Portaria n° 518, de 25 de margo
de 2004 do Ministério da Saude, é responsavel pelo padrdao de potabilidade da agua
para consumo humano e a Resolugago CONAMA n° 357, de margo de 2005,

estabelece niveis de qualidade para d4guas ambientais, avaliados por parametros e
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indicadores especificos, de modo a assegurar o uso das aguas doce, salgada e
salobra.

A intensificacdo do uso de defensivos agricolas nestas uUltimas décadas, e a
ocorréncia de efeitos danosos desses agentes quimicos sobre o ambiente e o
homem fizeram com que varios paises regulamentassem seu uso e sua producao
com o objetivo de minimizar as consequiéncias ao ambiente. Entretanto, o Brasil é
um dos trés maiores paises consumidores mundiais de defensivos agricolas.
Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) entre 2000 e 2005,
houve um leve crescimento na média de consumo destes produtos, de 3,19 kg/ha
para 3,23 kg/ha. Em 2009, foram comercializadas 725 mil toneladas de produtos
formulados, dentre os defensivos agricolas utilizados, os herbicidas foram os mais
usados, com 59% (429 toneladas), seguido por inseticidas e acaricidas com 21%
(150 toneladas), fungicidas com 12% (90 toneladas) e outros com 8% (55 toneladas)
(MENTEN et al, 2010). Desta forma, os defensivos agricolas, principalmente os
herbicidas, sao importantes compostos para serem levados em consideracgao,

visando a sustentabilidade econdmica, ambiental e social do agronegdcio brasileiro.

1.2Herbicidas

Os herbicidas sdo substancias quimicas utilizadas na agricultura para o
controle de ervas classificadas como daninhas e possui como vantagem rapidez de
acao, custo reduzido, efeito residual e ndo revolvimento do solo. A presenca de
ervas daninhas no cultivo pode causar diversos problemas para a producao agricola
entre eles:

— Impedir ou alterar a disponibilidade de nutriente, agua e luz das plantas
cultivadas;

— Liberar substancias através das raizes e folhas, que sao téxicas para as
culturas, uma vez que inibem ou dificultam a germinacdo, crescimento ou
desenvolvimento das plantas nas proximidades;

— Criar um habitat favoravel para a proliferacdo de outras pragas (artrépodes

e/ou acari), agindo como um hospedeiro;
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— Impedir o processo normal de colheita podendo contaminar a producao
obtida (LABRADA et al. 1996; JOEL et al., 2000; WARE E WHITACRE 2004; CAL et
al., 2005; SOPENA et al., 2009).

Dados estatisticos mostram que cerca de 20-30% do custo de producao de
uma lavoura se deve aos gastos no controle das plantas daninhas (LORENZI, 1994)
e assim, as perdas agricolas com este tipo de praga podem ter um profundo efeito
sobre a economia mundial em termos de redugdo da produtividade, elevacdo do
custo de producdo e a baixa qualidade do produto colhido (COBB, 1992),
justificando assim a necessidade do uso controlado destes produtos.

Os herbicidas podem ser aplicados ao solo em trés momentos distintos, antes
do plantio da cultura (pré-plantio), antes de emergéncia (pré-emergéncia) e apos a
emergéncia (pés-emergéncia) (MOGUL et al., 1996) e podem ser classificados,
quanto ao seu mecanismo de agao (inibidores da fotossintese, inibidores da divisdo
celular, inibidores de lipideos, inibidores de carotendides, etc), quanto a sua
estrutura quimica (triazinicos, piridina, aménio quaternario, tiocarbamatos, etc),
seletividade, entre outros (COBB et al., 2000; MARCHI et al., 2008). Os herbicidas
seletivos sao utilizados para matar apenas ervas daninhas, sem prejudicar a cultura
de um modo geral, ja os herbicidas ndo seletivos tem o propésito de matar toda a
vegetacado, deixando assim, o campo pronto para um novo plantio. Embora existam
diversas classificacbes nenhuma delas é completamente adequada ou definitiva,
porém cabe ao agricultor entende-las a fim de minimizar custos no plantio e prevenir
o aparecimento de plantas resistentes a herbicidas (OLIVEIRA et al., 2001).

Dentre as classes de herbicidas utilizados na agricultura, os triazinicos sao os
responsaveis por 30% da produg¢do mundial e conseqlentemente sdo os compostos
mais encontrados nas aguas superficiais e subterrdneas, sendo um importante
objeto de estudo (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005).

1.2.1 Herbicidas Triazinicos
Os compostos quimicos triazinicos sdo um grupo de herbicidas analogos

muito utilizados como herbicidas no controle pré e pds-emergente de plantas

daninhas nas mais variadas culturas, tais como, milho, cana-de-agucar, sorgo, café,
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banana, abacaxi, entre outras (COUTINHO et al., 2005; BRECKENRIDGE et al.,
2010). Os herbicidas triazinicos sao derivados das s-triazinas, fabricadas pela
reacao do cloreto cianurico com aminas apropriadas. O acido cianurico, fabricados a
partir do cloro e acido cianidrico, contém trés atomos de cloro, que pode ser
substituido por etapas. Dois dos atomos de cloro sdo muito reativos e reagem com
as aminas sob condicbes controladas para dar uma variedade de herbicidas
triazinicos ativos (LEBARON et al., 2008) O atomo de cloro pode ser mantido ou
substituido por um grupo metéxi ou tiometil. Existem muitas variagcbes possiveis,
mas cerca de 14 compostos estdo atualmente em uso comercial. Dentre eles,
destacam-se a atrazina, ametrina e simazina, que foram registrados como
substancias inibidoras do crescimento de plantas daninhas no ano de 1955
(LEBARON et al., 2008; BRECKENRIDGE et al., 2010).

Estes herbicidas agem na inibicdo da fotossintese, em particular ao nivel do
fotossistema Il (MARCHI et al., 2008). Muitos pigmentos, proteinas e outras
substancias quimicas envolvidas na reacao da fotossintese estdo localizadas nos
cloroplastos. Em condicbes normais, sem a interferéncia de inibidores
fotossintéticos, durante a fase luminosa da fotossintese, a energia luminosa (EL)
capturada pelos pigmentos (clorofila e carotenoides) é transferida para um “centro
de reacao” especial (P680), gerando elétrons no estado excitado, sendo estes
transferidos para a feofitina (Feo) e em seguida para uma molécula de plastoquinona
presa a uma membrana do cloroplasto (Qa), ligada a uma proteina (D1). A molécula
da plastoquinona (Qa) transfere elétrons para outra plastoquinona (Qb) que recebe
dois ions de hidrogénio do estroma, assim a plastohidroquinona (PQH,) é liberada
dentro da membrana e € substituida por outra molécula de plastoquinona (PQ), e
assim ocorre a transferéncia de elétrons entre os fotossistemas Il (P680) e | (P700).
Os herbicidas inibidores do fotossistema Il (HERB) se ligam a proteina D1 no sitio
onde se prende a plastoquinona (Qb) e competem pelo sitio da proteina,
ocasionando a saida da plastoquinona e interrompendo o fluxo de elétrons entre os
fotossistemas. Embora a fotossintese seja inibida, as plantas suscetiveis nao
morrem simplesmente de fome. O fluxo de elétrons fica interrompido e as moléculas
de clorofila ficam com carga energética acentuada, porque os elétrons ndo sao

armazenados como energia quimica (ATP e NADPH), formando assim radicais livres
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e entdo as plantas morrem por causa da peroxidacao de lipideos nas membranas,
sofrendo clorose que conduz a necrose dos tecidos (SENE et al., 2010; MARCHI et
al., 2008).

HERB 2H +

ESTROMA

LUMEN
Figura 1. Representagdo do sistema de transporte de elétrons do fotossistema Il e

da inibicdo da transferéncia pelos herbicidas triazinicos (modificado de HESS, 2000).

Os herbicidas triazinicos sdo, no mundo todo, os herbicidas mais presentes
nas aguas superficiais e subterrdneas, vindo a representar 80,7% dos
contaminantes encontrados em amostras de agua superficial e subterranea
analisadas na Alemanha, sendo a atrazina a responsavel por 59,7% dos casos
(BEITZ et al., 1994). Um estudo feito por ARMAS et al., 2007 mostrou concentra¢des
de herbicidas triazinicos (ametrina, atrazina e simazina) acima do padrdao de
potabilidade brasileira na bacia do Rio Corumbatai, localizado no interior do estado
de Sao Paulo. A presenca destes herbicidas concomitantemente a varios pontos da
bacia mostrou uma carga residual de 2 até 13 vezes maior que o limite maximos de
0,5 pg/L, conforme estipulado pela Comunidade Européia (ARMAS et al., 2007). Nos
EUA também tem sido encontrado niveis altos destes compostos também em aguas
de lencol freatico (UEPA et al., 2006).

Embora esta classe de herbicidas tenha sido proibida em muitos paises, a
deteccao destes compostos ainda tem sido freqliente (KODAMA et al., 2001). Esta
grande ocorréncia das triazinas em diversos compartimentos ambientais justifica-se

em virtude de sua elevada persisténcia em solos, hidrolise lenta, solubilidade baixa
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em agua e adsorcdo a matéria organica e argila (COLLA et al., 2008, PLAKAS e
KARABELAS et al., 2009).

1.2.1.1 Atrazina (ATZ)

A atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) € um herbicida da
classe dos triazinicos, apresentada como um sélido cristalino branco, com estrutura
quimica representada por um anel triazinico substituido com cloro, etilamina e
isopropilamina (Figura 2), que a torna recalcitrante para a degradagao bioldgica no
ambiente (COLLA et al., 2008; BRECKENRIDGE et al., 2010).
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Figura 2. Estrutura quimica do herbicida atrazina.

Nesse sentido a atrazina é utilizada mundialmente para o controle pré e pés
de plantas invasoras de folhas largas e gramineas na agricultura, especialmente no
cultivo de milho, sorgo e cana-de-agucar (RIBEIRO et al., 2005; RODRIGUES e
ALMEIDA, 1998; ROMAN et al., 2007).

A atrazina representa 12% (mais de 40.000 toneladas/ano) de todos os
herbicidas empregados nos Estados Unidos em culturas de milho, sorgo, cana-de-
acucar e abacaxi. No Brasil, principalmente nas culturas de cana-de-agucar e milho,
sao utilizadas elevadas quantidades deste herbicida (LANCHOTE, 1997).

Este composto bioativo € um contaminante potencial da 4gua em virtude de
caracteristicas como elevada persisténcia em solos, hidrélise lenta, baixa pressao de
vapor, solubilidade baixa em agua, adsorcdo a matéria organica e argila e alta
solubilidade em solventes organicos (HALLBERG, 1989). A baixa pressao de vapor
favorece o escoamento e movimentacao na fase aquosa do solo, e através de sua

caracteristica como herbicida lipofilico, tem capacidade de adsor¢cdo pela matéria

6
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orgéanica, argila e tecidos gordurosos (JACOMINI, 2002). A meia- vida da atrazina
pode variar de 2 a 300 dias em agua e de 20 a 385 dias em solo. Alta salinidade e
pH muito &cido sdo alguns fatores que favorecem a degradagdo da atrazina na
agua. Para o solo, os fatores que aceleram sua degradacdo sdo: alta umidade,
temperaturas elevadas, alta porcentagem de matéria organica, alta densidade
microbiana, pH acido, alta incidéncia de raios ultravioleta e disponibilidade nas
camadas superficiais do solo (EISLER, 1989).

Uma parte da atrazina € degradada no ambiente, através de processos
quimicos e principalmente microbiologicos (SKIPPER et al., 1967) e outra parte
escoa para 0s mananciais juntamente com a 4gua das chuvas ou infiltra-se no solo.
Varios sdo os autores que se preocupam em estudar os efeitos da atrazina nos
corpos de agua, sedimento, fauna e flora devido a contaminagéo provocada pelo uso
indiscriminado (BELLUCK et al, 1991, SENESI et al, 1992; JACOMINI, 2002;
COLLA et al., 2008).

1.2.1.2 Ametrina (AMT)

A ametrina (Figura 3) € um herbicida pertencente a familia das s-triazinas
onde os substituintes sdo um grupo tiometil, um grupo etil e um grupo isopropil,
formando a estrutura que leva o nome de (2-etilamina-4-isopropilamina-6-metiltio-s-
2,4,6-triazina). A ametrina € um herbicida sistémico que é registrado no Brasil para
as culturas de algodao, citros, milho e cana-de-acucar (VIVIAN et al., 2007;
BRECKENRIDGE et al., 2010), sendo seu uso destacado na cultura de cana-de-

acucar.
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Figura 3. Estrutura quimica do herbicida ametrina.
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Sendo uma molécula razoavelmente estavel, este herbicida apresenta uma
meia-vida de 20 a 100 dias, € muito mével no ambiente e ainda altamente
persistente nos diversos compartimentos ambientais (COSTA, 1992), podendo
persistir por até seis meses no solo (RODRIGUES e ALMEIDA, 1995). Entretanto,
estes autores sugerem que esta classificagdo pode variar conforme o tipo de solo e
as condicées climaticas encontrados no local da aplicacdo. Seus residuos e
metabdlitos tém sido encontrados em aguas subterraneas mesmo depois de longos
periodos ap6s sua aplicagcdo (CABRAL et al., 2003). A ametrina é toxica e pode
trazer sérios prejuizos a saude e ao ambiente.

Entre os estudos realizados com aguas superficiais e subterrdneas, a
ametrina foi detectada em seis estados dos Estados Unidos, em pouquissimas
amostras de aguas superficiais € em 4% das amostras de aguas subterrdneas
(EXTOXNET, 2011). Ja segundo PFEUFFER & RAND (2004), o monitoramento de
pesticidas realizado entre 1992 e 2001 no sul da Flérida revelou que o herbicida
ametrina foi um dos compostos mais comumente encontrados em aguas
superficiais. MITCHELL et al., 2005 também identificaram residuos de ametrina (0,3
ug/L) e outros quatro herbicidas em aguas de rios pertencentes a regiao de Mackay
Whitsunday, na Austrélia.

No Brasil, LAABS et al., 2002 estudaram a contaminagao da regido nordeste
do Pantanal mato-grossense por pesticidas utilizados na agricultura. Foram
detectados residuos de ametrina na maioria das amostras coletadas em aguas de
superficie, embora em baixa concentracdo. Entretanto, em amostras de sedimentos,
as concentracdes foram superiores a 4,5 ug/kg. A elevada frequiéncia de deteccao
de ametrina, juntamente com sua alta concentracdo em algumas amostras, foi
atribuida, conforme citado, ao intenso cultivo de cana-de-agucar no nordeste do
pantanal (VIVIAN et al., 2007).

1.2.1.3 Simazina (SIM)
A simazina (2-cloro-4-6-bis-s-etiloamino-triazina) € um herbicida triazinico

seletivo, utilizado para o controle de plantas daninhas de folhas largas e gramineas

anuais, como plantagdes de milho, soja, amendoim, laranja, batata, alho e campos
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de amoreira (Figura 4). A simazina tem se acumulado extensivamente no ambiente
em virtude de seu uso por mais de 40 anos, devido a sua alta hidrofobicidade e de
sua estrutura dificilmente biodegradavel (KODAMA et al., 2001; BRECKENRIDGE et
al., 2010). Dentre os herbicidas triazinicos, a simazina é classe que possui menor

potencial toéxico contra animais e ao ser humano (EXTOXNET, 2011).
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Figura 4. Estrutura quimica do herbicida simazina.

As taxas mais elevadas do composto é usado para controle de plantas
daninhas nao seletivos em areas industriais. Antes de 1992, a simazina foi usada
para controlar ervas daninhas submersas e algas em grandes aquarios, tanques de
cultivo, piscicultura, piscinas, lagos ornamentais e torres de resfriamento. A simazina
é disponivel em pd molhavel, granulos dispersiveis em agua, liquidos e formulacdes
granulares (KODAMA et al., 2001, EXTOXNET, 2011).

1.3 Liberacao modificada de herbicidas

A chamada “Revolucdo Verde” entre as décadas de 60 e 70, fez com que
houvesse um grande estimulo na utilizacdo de agroquimicos no Brasil e desta forma,
devido a vasta utilizagdo indiscriminada destes, atualmente muitas tentativas de
minimizacdo dos riscos sociais, ambientais e econémicos pelo uso de defensivos
agricolas tem sido discutidas e normatizadas (ALVES FILHO, 2002).

Pesquisas tém mostrado que embora a utilizacdo dos herbicidas na
agricultura ainda seja bastante alta, sabe-se que dependendo do metodo de
aplicagdo e das condigbes climaticas, cerca de 90% dos herbicidas

convencionalmente aplicados no campo nunca encontram seu objetivo principal, que
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€ justamente, produzir a resposta bioldégica desejada no momento exato e nas
quantidades especificas requeridas. Estes problemas ocorrem devido a baixa
especificidade destes compostos com a planta e também pela baixa estabilidade
quimica que estas moléculas possuem (CAL et al., 2005; VILLAVERDE et al., 2006;
GINES, et al., 1996; PEREZ-MARTINEZ, et al., 1998; LEZCANO et al., 2002;
MANOLIKAR e SAWANT, 2003). Nos ultimos anos a tecnologia de liberacao
modificada emergiu como uma importante alternativa que promete resolver os
problemas que acompanham o uso de alguns herbicidas, visando o aumento de sua
eficiéncia, minimizacdo de impactos ambientais e garantia do desenvolvimento
sustentavel (MOGUL et al., 1996).

O termo liberacdo modificada € utilizado para sistemas que possuem a
capacidade de liberar de forma continua e prolongada uma determinada substancia.
Este sistema tem sido extensivamente aplicado na industria farmacéutica (MORA-
HUERTAS et al., 2010; SINHA et al., 2004; GRILLO et al., 2010a; MORAES et al.,
2010; TOFOLI et al., 2011; FELIPPOTTI et al., 2011; MELO et al., 2011) e
alimenticia (KOONTZ, 2006; LAKKIS, 2007; LIMA et al, 2010), mas também ja
existem relatos de utilizacao visando aplicacdes agricolas (EL BAHRI e TAVERDET,
2005; EL BAHRI e TAVERDET, 2007; PEREZ DE LUQUE et al., 2009; SOPENA et
al., 2009; GRILLO et al., 2010b, FERNANDEZ-PEREZ et al., 2010; SILVA et al.,
2010; SINGH et al., 2010; LOBO et al., 2011; FERNANDEZ-PEREZ et al., 2011;
DUBEY et al., 2011; GRILLO et al. 2011; SILVA et al., 2011).

A Sistema Convencional Sistema de liberaggo

Concentragdo
N
/
l_.f_l
M
Q
x
[o}]
[0}
=
0O
o]
N

Tempo apos aplicagdo

Figura 5. Representacdo esquematica de um sistema convencional para aplicacao

de herbicidas e representacado de um sistema de liberacao.
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Observa-se na Figura 5 que no sistema convencional as varias aplicagdes do
herbicida podem fazer com que se ultrapasse a concentracdo maxima segura do
composto, enquanto para a formulacao de liberacdo modificada, isto pode nao ser
observado. Além deste fator citado acima, os sistemas de liberacdo modificada

podem levar a diversas vantagens como a:

— Redugéo na quantidade de substancia quimica necesséria para o controle de
pragas;

— Diminuig&o no risco de contaminagdo ambiental;

— Redugéo na quantidade de energia gasta, uma vez que se reduz o numero de
aplicagbes necessarias comparadas as formulagdes convencionais;

— Aumento na segurancga das pessoas responsaveis pela aplicacdo do produto

no campo.

Um variado grupo de materiais tem sido desenvolvido como sistemas de
liberacao modificada para defensivos agricolas, como por exemplo, as ciclodextrinas
(MANOLIKAR et al., 2003; VILLAVERDE et al. 2006; GUO et al., 2011), as argilas
(FERNANDEZ-PEREZ et al. 2004; TSAl e LAl, 2006; MAQUEDA et al. 2008;
CORNEJO et al., 2008), a silica (BARIK et al. 2008), a lignina (GARRIDO-HERRERA
et al. 2009), as microparticulas poliméricas (EL BAHRI e TAVERDET, 2005; EL
BAHRI e TAVERDET, 2007; SUAVE et al. 2010; GRILLO et al. 2010b, GRILLO et
al., 2011) e as nanopatrticulas (SILVA et al. 2010; SILVA et al., 2011).

A tabela 1 apresenta alguns exemplos de aplicacao de sistemas de liberacao

para herbicidas encontrados na literatura para diferentes carreadores.
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Tabela 1. Exemplos de sistemas de liberacdo modificada para herbicidas.

Sistemas de liberacao Herbicida

Principais resultados

Referéncia

Hexazinona

Metribuzina

Alachlor

Argilas e associagbes com

outros materiais

Acetochlor

Atrazina

Atrazina

- Liberacao lenta e reducao da lixiviacao
do herbicida em coluna de solo
comparado a formulagdo comercial.

- Redugéao na liberagdo do herbicida no
solo por um periodo de 25 a 104 dias.

- Eficiéncia de encapsulagdo da orde de
40 % e reducdo de 1,6 vezes na
liberacdo do herbicida comparado com
a formulacdo comercial.

- A liberagdo do ativo foi modificada,
sendo o mecanismo determinado por
processo de difusao.

- Liberacao do ativo foi lenta associado
a argilas &cidas por um periodo entre 29
e 36 dias, sendo o mecanismo de
liberagéo determinado por processos de
difuséo.

- Foi observado aumento da atividade
do herbicida e diminuigdo na lixiviagao
do solo, ocasionando um maior controle
das ervas daninhas.

CELIS et al.,,2002

MAQUEDA et al., 2008

SANCHEZ-VERDEJO et

al., 2008

Li et al., 2008

FERNANDEZ-PEREZ et
al., 2004

CEA et al., 2010

Atrazina

Xerogéis de materiais gerais

Paraquat

- Eficiéncia de encapsulagao deste ativo
da ordem de 60%, apresentando menor
afinidade pelo solo,ou seja, diminuigao
na sor¢ao do herbicida

- A liberagdo do herbicida foi
modificada e sustentada durante 46 dias
e a capacidade de liberacdo do
paraquat foi dependente da expansao
da matriz polimérica e da densidade do

polimero.

AVILA et al., 2009

AOUADA etal., 2010

Alachlor
Materiais celulésicos e
lignina

- Foi observada uma elevada
associacao do ativo e por conseqiéncia
um aumento da atividade herbicida,
observando-se uma acao prolongada
deste ativo.

SOPENA et al., 2007
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Materiais celuldsicos e

lignina

Cloridazona

- Valores de eficiéncia de encapsulagao
94%
formulagbes e observou-se a liberagéao

acima de para todas as
do bioativo dependia do tamanho dos

granulados.

FERNANDEZ-PEREZ et
al., 2011

Ametrina

Microparticulas Poliméricas

Atrazina

- Eficiéncia de encapsulgao do ativo por
volta de 40%, sendo sua liberagao lenta
e determinada por processos de
relaxacdo de cadeias poliméricas e
difusdo do ativo das particulas.

- Eficiéncia de encapsulagdo do ativo
por volta de 35%, apresentando uma

liberagao bastante lenta.

GRILLO et al., 2011

GRILLO et al., 2010

Paraquat

Nanoparticulas Poliméricas

Clomazone

- Eficiéncia de encapsulagéo do ativo foi
da ordem de 75%, apresentando perfil
de liberagao modificada sendo a sorgao
do herbicida

nanoparticulas

encapsulado nas
de alginato/quitosana
diminuida devido a associacdo com as
particulas.
- Eficiéncia de encapsulagdo do ativo
ficou na faixa de 60% a 90% sendo o
perfil de liberacdo deste modificado e o
mecanismo de liberagdo segue um

processo de difusao nao fickiano.

SILVA et al., 2011

SILVA et al., 2010

Minerais

Terbutilazina

- O complexo retardou a liberagdo do

herbicida em &gua ocasionando
redugdo na lixiviagdo do solo apéds a

complexagéo do ativo compexado.

BRUNA et al., 2008

Dentre os diferentes sistemas de liberacdo citados na tabela 1, o sistema

nanoparticulado polimérico parece ser um dos sistemas mais promissores, uma vez

que estas nanoparticulas podem ser biodegradaveis (devido ao tipo de polimero que

pode ser usado no preparo) e apresentam boa estabilidade fisica, quimica e

biolégica. As nanoparticulas poliméricas apresentam boa reprodutividade de

preparo, além de serem aplicaveis a uma ampla variedade de substancias, sempre

visando melhorar suas propriedades quimicas e minizar os impactos ambientais
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(PICOS et al., 2000; SINHA et al., 2004; DURAN et al., 2006).
1.3.1 Sistemas nanoparticulados poliméricos de liberacao

Nanoparticulas sao frequentemente definidas como particulas coloidais
sOlidas que apresentam tamanho entre 10-1000 nm. O termo nanoparticula
polimérica (NP) € um termo geral que abrange as nanoesferas (NE) e nanocépsulas
(NC) (RAO E GECKELER, 2011). Nanoesferas sao particulas constituidas de uma
matriz polimérica densa, cuja massa interna € sélida e possibilita a adsor¢cao de
moléculas na sua superficie ou encapsuladas em seu interior. Em geral estas
particulas s@o esféricas, mas também podem ser descritas como forma nao esférica
na literatura (MORA-HUERTAS et al, 2010; VAUTHIER et al, 2000). As
nanocapsulas sao sistemas vesiculares que agem como um reservatorio, em que
substancias bioativas sdo armazenadas no seu interior liquido (dgua ou 0leo)
ficando rodeadas por um material sélido (COUVREUR et al., 1995). A figura 6

apresenta um esquema que representa os dois tipos de nanoparticulas poliméricas.

A) B)
q matriz
ch)jIziar;Zriia riticlen polimérica
\ oleoso

Nanocapsula Nanoesfera

‘ © Composto bioativo ‘

Figura 6. Representacdo esquematica de um corte transversal em: A) nanocapsulas
poliméricas e B) nanoesferas poliméricas. Em verde encontra-se representado o

composto bioativo (e suas interagdes com a nanoestrutura).

Estes sistemas nanoparticulados estdo revolucionando o uso de diversos
medicamentos na area da saude (MORAES et al 2010; GRILLO et al., 2010a; MELO
et al., 2011; ALVES et al., 2011; MORAES et al., 2011) e de diversos pesticidas,
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herbicidas e fertilizantes na agricultura (ROMERO-CANO et al., 2002; PEREZ-DE-
LUQUE et al., 2009; SILVA et al., 2010). O uso destes sistemas para defensivos
agricolas permite a liberacado modificada do bioativo, além de proteger o composto
contra agentes externos, aumentar sua solubilidade em agua e promover uma maior
absorcdo pelo vegetal (PEREZ-DE-LUQUE et al., 2009).

1.3.2 Métodos de preparo das nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas a partir de polimeros
pré-formados ou pela polimerizacao in situ de monémeros (SOPPIMATH et al.,
2001; REIS et al., 2006; MORALES, 2007). A escolha do método de preparo das
nanoparticulas € feita com base em varios fatores, compreendendo o tipo de
polimero usado, local da utilizacdo das particulas, tamanho desejado, entre outros
(RAO E GECKELER, 2011).

O meétodo de polimerizagdo in situ envolve a formagdo do polimero no
momento da preparacao das nanoparticulas e podem ser obtidos por polimerizacao
em emulsdo ou polimerizacdo interfacial. As limitagbes desses métodos envolvem a
exigéncia de solventes organicos toxicos para o preparo e a dificuldade de
purificacdo, levando a presenca de moléculas residuais toxicas (mondmeros)
decorrentes da polimerizacao deficiente. Devido a estas limitagdes, foi proposto o
uso de polimeros pré-formados para o preparo das particulas, sendo estes os mais
utilizados atualmente (REIS et al., 2006).

Os métodos baseados em polimeros pré-formados mais utilizados séao:
nanoprecipitacdo, deposicao interfacial de polimero pré-formado, emulsificacdo/
difusdo do solvente, emulsificagdo/ evaporagdo do solvente, dupla emulsificagéo e
salting-out (SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006).

O método de nanoprecipitacao foi desenvolvido inicialmente por FESSI et al.,
1988 e o principio basico desta técnica € baseada na deposigao interfacial de um
polimero apdés o deslocamento de um solvente semipolar, miscivel com agua, a
partir de uma solucao lipofilica. A rapida difusdo do solvente dentro da fase nao-

solvente resulta em uma diminuigdo da tensao interfacial entre as duas fases, o que
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aumenta a area de superficie e leva a formacédo de pequenas gotas de um solvente
organico.

No método de nanoprecipitacdo, descrito inicialmente por FESSI et al., 1988,
a fase organica € constituida de solvente (s) organico (s) miscivel (s) em agua
contendo o composto bioativo e o polimero é adicionado, sob agitagdo moderada. A
fase aquosa contendo o tensoativo e finalmente o solvente organico sdo removidos
por evaporacdo (FESSI et al., 1988). E possivel obter nanocapsulas por uma
adaptacdo do método de micro/nanoprecipitacdo (método de deposicao interfacial
de polimero pré-formado), adicionando-se um O6leo e um tensoativo de baixa
hidrofilia a fase organica (FESSI et al., 1989). Esses métodos (nanoprecipitacdo e
deposicao interfacial de polimero pré-formado) sdo vantajosos, pois ndo requerem
homogeneizagdo de alta energia, sao relativamente faceis, rapidos, faciimente
escalonaveis e o solvente empregado, geralmente, é a acetona, considerada menos
toxica que solventes como o diclorometano, comumente empregado em métodos
que envolvem emulsificacdo (BUDHIAN et al., 2007). Entretanto a preparacao das
nanoparticulas como carreadores impde algumas restricbes fisico-quimicas e
biolégicas quanto aos polimeros utilizados (DURAN et al., 2006; MORALES, 2007).

Polimeros biocompativeis e biodegradaveis sdo materiais que podem ser
muito interessantes do ponto de vista ambiental, uma vez que a principio nao
causam danos ou impactos ao ambiente (NAIR & LAURENCIN, 2007; DURAN et al.,
2006). Existem varios polimeros utilizados no preparo de nanoparticulas; entretanto,
os poliésteres alifaticos sdo interessantes devido a sua biodegradabilidade,
disponibilidade, biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e pela facilidade em
incorporar uma ampla variedade de compostos (PICOS et al., 2000).

O polimero poli(e-caprolactona) (PCL) € um polimero biodegradavel capaz de

incorporar diferentes estruturas quimicas em sua composicao (Figura 7).

O

O
n

Figura 7. Estrutura quimica do polimero biodegradavel Poli(e-caprolactona) (PCL).
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Este polimero é insolivel em &gua, porém a agua permeia as cadeias
poliméricas, e sua degradacdo é lenta em meio aquoso e ndo causa danos
ambientais (BUNTER et al., 1998). Devido ao fato do PCL se degradar mais
lentamente que os demais polimeros biodegradaveis, como os polimeros poli
glicdlico (PGA) e poli(lactideo) (PLA), este se tornou um polimero de escolha para
sistemas de liberagdo modificada (SINHA et al., 2004; WOODRUFF et al., 2010).
Muitos estudos mostram a utilizacdo deste polimero em sistemas de liberacdo
modificada para farmacos (WOODRUFF et al, 2010), devido a sua alta
permeabilidade a muitos medicamentos e pela sua excelente biocompatibilidade,
sendo completamente eliminado do organismo (WOODRUFF et al, 2010).
Entretanto, este polimero também pode ser utilizado para fins ambientais, como
mostra OVEZ e HOLL (2008), que utilizou o polimero poli(e-caprolactona) com a

intencao de biorremediacao de herbicidas triazinicos em agua.

1.3.3 Nanoparticulas poliméricas revestidas

Como ja descrito, na literatura diversos sado os polimeros utilizados para
preparar nanocapsulas poliméricas (MORA-HUERTAS et al., 2010), entretanto,
algumas estratégias metodolégicas podem ser utilizadas a fim de revestir a
superficie destas nanoparticulas, através da adicao de uma fina camada polimérica,
depositada ao redor das particulas. Desta maneira, o revestimento pode ser
adicionado durante o estagio final do preparo das nanocapsulas convencionais
(nanoprecipitagdo ou dupla emulsédo), através da interacdo eletrostatica entre
polimeros catidnicos e anidénicos (CALVO et al., 1997; VILA et al., 2002, MORA-
HUERTAS et al., 2010).

O revestimento das nanocdpsulas poliméricas modifica a superficie das
particulas e permite novas interagées moleculares. CALVO et al., 1997 utilizaram o
polimero catibnico quitosana para revestir nanoparticulas de PCL, com o objetivo de
aumentar a muco adesao destas particulas com a regido eletricamente negativa do
epitélio da cornea e tiveram bons resultados. PREGO et al., 2006 revestiram
nanocapsulas com quitosana com a finalidade de avaliar a eficacia e 0 mecanismo

de acdo para liberagdo de peptideo biologicamente ativo. Entre os polimeros
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utilizados para revestimento de nanocapsulas a quitosana parece ser o polimero de
escolha (GUTERRES et al., 2010).

1.3.3.1 Quitosana

A quitosana é um polimero catidénico natural, que pode ser obtido a partir da
quitina por meio da desacetilagdo com A&lcalis (Figura 8), podendo também estar
naturalmente presente em alguns fungos, como aqueles pertencentes aos géneros
Mucor e Zygomicetes (KAFETZOULOS et al., 1993). De acordo com o grau médio
de acetilacdo (GA), parametro empregado para caracterizar o conteudo médio de
unidades N-acetil-D-glicosamina de quitosana, podem-se obter diversas quitosanas
variando-se, assim, suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, pKa e
viscosidade (SINGLA et al., 2001).

OH

Figura 8. Representacgao estrutural do polimero de quitosana.

Este polimero por se tratar de um polimero natural biodegradavel
extremamente abundante e atéxico tem sido um material potencialmente atraente
para diversas areas: na agricultura (adubo para plantas, atividade antimicrobiana,
antifungica), no tratamento de agua (floculante para clarificacdo, remocao de ions
metalicos, polimero ecolégico e reducdo de odores), na industria de cosméticos
(creme dental, esfoliante para a pele, tratamento de acne), na biofarmacéutica
(imunolégico, antitumoral, hemostatico e anticoagulante), entre outros (WANG et al.,
2006; AZEVEDO et al., 2007; PEREZ-DE-LUQUE et al., 2009).

O emprego de quitosana e a pesquisa por novas aplicacdes tém aumentado
exponencialmente com o surgimento da nanotecnologia, microparticulas e

nanoparticulas estdo sendo preparadas e revestidas por este material, com a

18



Introducéo

finalidade de liberacdo modificada de compostos bioativos (CALVO et al., 1997;
PREGO et al., 2006). Diversos sdo os métodos de preparo destas particulas, porém
muitas associacdes sao feitas com polimeros negativamente carregados, como € o
caso dos polimeros sintéticos PCL, PLGA e PLA. Uma vantagem adicional deste
sistema sdo as caracteristicas atoxicas deste polimero, sendo assim a sua utilizagdo
de grande interesse para aplicagcdes ambientais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Este trabalho teve como objetivo desenvolver (preparar e caracterizar)
sistemas de liberagdo modificada para os herbicidas triazinicos: ametrina, atrazina e
simazina, através de nanocépsulas poliméricas de poli(e-caprolactona) normais e
revestidas com quitosana, a fim de criar uma possivel alternativa para o uso destes
herbicidas em plantagdes, de forma a minimizar os impactos ambientais e os riscos

para a saude humana.

2.2 Especificos

- Desenvolvimento da metodologia analitica de quantificacdo dos herbicidas
(ATZ, AMT e SIM) por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia);

- Preparo das formulagdes de nanocapsulas de PCL contendo os herbicidas;

- Preparo das formulagbes de nanocapsulas de PCL revestidas com quitosana
contendo o herbicida atrazina;

- Avaliagédo da eficiéncia de encapsulacao dos herbicidas nas nanocapsulas de
PCL ou revestidas pelo método ultrafiltracao/centrifugacao;

- Realizacao de ensaios de liberacéo in vitro dos herbicidas na presenca das
nanocapsulas de PCL ou revestidas;

- Determinacdo do mecanismo de liberacdo dos herbicidas nas nanoparticulas
de PCL através de modelos matematicos descritos na literatura;

- Avaliagdo da estabilidade fisico-quimica (distribuicaio de tamanho,
polidispers@o e potencial zeta) das nanoparticulas contendo herbicida em fun¢do do
tempo;

- Avaliagdo da morfologia e estrutura das nanocapsulas de PCL por
microscopia de forga atdmica (MFA) e microscopia eletrdénica de transmissao (MET).

- Caracterizagdao fisico-quimica dos herbicidas e das formulagdes de

nanocapsulas por espectroscopia na regiao do infravermelho.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais e reagentes

e  Atrazina (grau de pureza 95%) - Pestanal®

e Ametrina (grau de pureza 95%) - Pestanal®

o Simazina (grau de pureza 95%) - Pestanal®

e  Quitosana (baixa massa molecular), 80% de acetilagdo - Sigma®
o Poli(e-caprolactona) (PCL) MW = 80.000 Da - Sigma®

e Polissorbato 80 (Tween® 80) - Sigma®

e Monoestearato de sorbitano (Span® 60) - Sigma®

e Trigliceridios de acidos caprico e caprilico (Myritol® 318) - Cognis®
e Acetona (grau espectroscopico analitico) - Merck®

o Etanol (grau espectroscopico analitico) - Merck®

e Metanol (grau HPLC) — JT Baker®

o Dispositivos de ultrafiltracéo de celulose regenerada de 30 kDa- Millipore®
o Dispositivos de ultrafiltragdo de celulose regenerada de 1kDa- Millipore®
e Agitador magnético - Tecnal®

o Microcentrifuga - MiniStar®

o Evaporador rotativo AL 390 - American Lab®

e Bomba a vacuo A12 - Symbol®

e  Potencidmetro - Tecnal®

e Analisador de particulas Zetasizer Nano ZS 90 — Malvern®

e  Microscopia de Forca Atémica — Nanosurf®

e Microscopia de Transmissao - Zeiss LEO® 906

o Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Varian® Pro Star

o Bomba PS 210 solvent delivery module - Varian®

o Detector UV-Vis PS 210 - Varian®

o Coluna cromatografica Varian® Cs fase reversa, 5u 110A, 250x4,60mm
o Injetor manual

o Software Galaxie Workstation

e Espectrofotdmetro de FI-IR 660, Varian® Inc.
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3.2Metodologia

3.2.1 Desenvolvimento da metodologia analitica para quantificacao dos

herbicidas em nanocapsulas poliméricas.
3.2.1.1 Principio da técnica

A quantificacdo dos herbicidas triazinicos presentes nas nanocapsulas de PCL
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esta técnica é um
tipo de cromatografia frequentemente utilizada para separar e quantificar compostos
organicos, dentre eles, pesticidas (RODRIGUEZ-CUESTA et al., 2005; HUERTAS-
PEREZ et al., 2008; BEALE et al., 2010; GRILLO et al., 2011), farmacos (MORAES
etal., 2010, MELO et al., 2011), entre outros. Dentre as vantagens da técnica, esta o
tempo reduzido de andlise, alta resolugdo, confiabilidade, excelente sensibilidade,
seletividade e versatilidade (COLLINS et al., 2007).

Na CLAE as amostras passam por uma coluna cromatografia, chamada de fase
estacionaria, mediante a passagem de um liquido sob alta pressdo, chamado fase
mével (HARRIS, 2001). Cada composto possui uma diferente afinidade com estas
fases (estacionaria ou movel) e entdao é possivel separar os composto e quantifica-
los por meio de um detector (HARRIS, 2001). Esta técnica necessita de um sistema
de distribuicdo de solvente, uma valvula de injecao de amostra, uma coluna de alta
pressdo, um detector e um computador para monitorar o sistema e apresentar os

resultados.
3.2.1.2 Condicoes Cromatograficas

No inicio do desenvolvimento da metodologia analitica para quantificacdo dos
herbicidas triazinicos, as condigbes cromatograficas foram ajustadas para obtencao
de um pico simétrico, através do preparo de diferentes tipos de fase movel e
concentracbes de solugbes de herbicidas, até a obtencdo de condicoes
cromatograficas adequadas. As condicdes cromatograficas utilizadas durante todo

processo de quantificacao dos herbicidas estao descritas na Tabela 2 e 3.
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Tabela 2. Condi¢des analiticas utilizadas para quantificacdo do herbicida ametrina

em nanocapsulas poliméricas.

Amostra

Fase movel
Volume de injecao
Fluxo
Temperatura
Detector (A)
Coluna

cromatografica

Ametrina em agua desionizada
Acetonitrila/agua (70/30) (v/v)
100 pL

1,5 mL/min

Ambiente (25°C)

Ultravioleta (UV), A = 220 nm

Phenomenex, Gemini 5y C1g 110A, 150 x 4,60mm

Tabela 3. Condi¢oes analiticas utilizadas para quantificacdo dos herbicidas atrazina

e simazina em nanocépsulas poliméricas.

Amostra

Fase moével
Volume de injecao
Fluxo
Temperatura
Detector (A)
Coluna

cromatografica

Atrazina e Simazina em agua desionizada

Acetonitrila/agua (50/50) (v/v)
100 pL

1,0 mL/min

Ambiente (25°C)

Ultravioleta (UV), A = 225 nm

Phenomenex, Gemini 5y C1g 110A, 250 x 4,60mm

3.2.1.3 Construcao da curva de calibracao analitica

Solugdes estoques de herbicidas foram preparadas na concentracdo de 33

pHg/mL e sucessivas diluicbes em triplicata foram feitas e levadas para leitura em

CLAE nas condig¢des citadas na tabela 2 e 3. Apds a determinacdo das areas nas

diversas concentracoes, graficos foram feitos (area em funcdo de concentragdo de

herbicidas) e em seguida realizou-se a analise do comportamento matematico da

curva (regressao linear). As curvas foram analisadas durante trés dias consecutivos
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e uma média entre todas as curvas foi utilizada como padrdo para quantificar os
herbicidas. Todos os graficos foram analisados pelo programa Origin 8.1¢.

A estimativa do limite de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram realizadas
a partir de dados obtidos com as regressodes lineares das curvas analiticas de cada
método proposto e aplicados as Equagdes 1 e 2, respectivamente (ICH, 1996;
BRASIL, 2003).

| p DPx3 )
IC
DP x10
LQ= 2
Q e (2)

onde, DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo y e IC é a inclinagdo da curva

analitica média.
3.2.2 Preparo das nanocapsulas de PCL

A preparagéo das NC de PCL foi realizada segundo o método de deposigao
interfacial de polimero pré-formado descrito inicialmente por FESSI et al. (1988). O
método envolve a mistura de uma fase organica em uma outra fase aquosa. A fase
organica foi constituida de 100 mg de polimero (PCL), 30 mL de solvente organico
(acetona), 200 mg de 6leo (triglicerideos de &cido caprico e caprilico - Miglyol® 810),
40 mg de tensoativo (monoestearato de sorbitano - Span® 60) e 10 mg de herbicida
(ametrina, atrazina ou simazina). A fase aquosa foi composta por 30 mL de solucao
aquosa contendo 60 mg de tensoativo (Polissorbato 80 - Tween® 80). Apés a
dissolugdo dos componentes de ambas as fases, a fase organica foi inserida,
lentamente, sob agitacdo magnética a fase aquosa com o auxilio de um funil. A
suspensao resultante foi mantida sob agitacdo por 10 minutos e em seguida o
solvente orgéanico foi evaporado por pressao reduzida, utilizando um evaporador
rotativo (FESSI et al., 1988). A suspensao de nanoparticulas foi evaporada até um
volume final de 10 mL e a concentragdo de herbicida nas formulacbes apos
evaporacao foi de 1mg/mL. As formulagbes foram armazenadas em frascos ambar a

temperatura ambiente (25°C).
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3.2.2.1 Preparo das nanoparticulas revestidas com quitosana

As nanoparticulas revestidas com quitosana foram preparadas pelo método
de deposicao interfacial de polimero pré-formado descrito no item 3.2.2 (FESSI et
al., 1989) e no processo final de agitagéo, adicionou-se utilizando um funil, diferentes
concentracbes de quitosana nas formulagées de nanocépsulas de acordo com a
metodologia descrita por CALVO et al., 1997.

A solucado padrao de quitosana foi preparada na concentragdo de 500 pug/mL
em solugcdo acética (1mol/L), a fim de solubilizar o polimero e posteriormente
diferentes concentracdes de quitosana foram adicionadas as formulagbes de
nanocapsulas, obtendo formulagdes com concentrac¢des finais de 0 pg/mL, 8 pg/mL,
10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL e 40 pg/mL de quitosana. Todas as formulagdes
foram armazenadas em frascos ambar e deixadas a temperatura de 25°C para

posteriores analises.
3.2.3 Medidas da eficiéncia de encapsulacao

O total (100%) de herbicida (ametrina, atrazina e simazina) presente na
suspensdao de NC poliméricas foi determinado diluindo as suspensdées em
acetonitrila (ACN). Esta solucdo foi filtrada em membrana Millipore® de 0,22 ym e
quantificada por CLAE, segundo as condi¢cbes descritas nas tabelas 2 e 3.

A quantidade de herbicida encapsulado as NC foi determinado pelo método
de ultrafiltragdo/centrifugagdo, que consiste em submeter a suspensdo de NC a
centrifugacdo em dispositivos de ultrafiltragdo constituidos de celulose regenerada
de 30 kDa (Microcon — Millipore®) e quantificar o ultrafitrado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Apenas atravessa a membrana de 30 kDa o
herbicida livre, sendo assim, por diferenca entre a quantidade de herbicida utilizada
(100%) e herbicida nao associado as NC, determinou-se a eficiéncia de herbicida
encapsulado as nanocapsulas. A quantificacdo do total de herbicida presente na
suspensdo de NC (100%) e do herbicida ndo associado as NC foi realizada por

CLAE a partir da equagao da reta da curva analitica previamente validada. Diversos
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trabalhos empregam essa técnica para determinar a taxa de encapsulacdo de
compostos bioativos em nanoparticulas (GAMISANS et al., 1999; SCHAFFAZICK et
al., 2003; KILIC et al., 2005).

3.2.4 Cinética de liberacao in vitro

Para verificar o perfil de liberagdo dos herbicidas triazinicos pelas
nanocapsulas foram realizados ensaios de cinética de liberacao, que consiste de um
sistema formado por dois compartimentos, um chamado doador e outro aceptor
(Figura 9).

M Compartimento
doador

Compartimento
aceptor

Figura 9. Representacdo esquematica do ensaio de liberagdo in vitro utilizando

membranas de celulose semipermeavel.

Nesse sistema foi utilizado uma membrana de celulose (Spectrapore, com
poro para exclusdo molecular de 1 KDa.) separando a amostra (2 mL no
compartimento doador) do compartimento aceptor, contendo o solvente (80mL de
agua) sob agitagdo leve (PAAVOLA et al. 1995). O tamanho dos poros dessa
membrana permite que passe através dela para o compartimento aceptor, somente
herbicida livre das nanoparticulas, enquanto o herbicida associado as nanoparticulas
fica retido no compartimento doador até que o equilibrio seja deslocado no sentido
de liberar o herbicida que estava no interior das particulas. Cabe salientar que tal
estudo foi realizado sob condigdo de diluicdo sink, o qual se refere a um excesso de
volume de solvente, fazendo com que a concentracdo de soluto nao atinja mais do
que 20% de sua solubilidade maxima (AULTON 2002).

As amostras foram coletadas do compartimento aceptor e analisadas por

CLAE no comprimento de onda de cada herbicida (em intervalos de 15 minutos na
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primeira hora e depois em intervalos de 30 minutos e 1 hora, até que ocorresse
estabilizacdo da liberacao) durante aproximadamente cinco dias. Os valores de area
foram convertidos em % de herbicida liberado em funcao do tempo. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata.

3.2.4.1 Determinacao da Eficiéncia de Liberacao (EL)

A eficiéncia de liberacdo (EL%) sugerida inicialmente por KHAN & RHODES
(1975) pode ser incluida como um importante parametro para avaliar a cinética de
liberacao. Este termo pode ser definido como a area sob a curva de liberagdo em um
determinado intervalo de tempo e permite uma comparacdo entre diferentes
formulagdes contendo o mesmo ativo. A eficiéncia de liberagdo (EL %) foi calculada
a partir dos valores obtidos de area sob a curva (ASC) do perfil de liberagdo do
herbicida (ou do herbicida nas suspensdes de nanoparticulas) em intervalo de tempo
(t) entre zero e 5,5 dias e dividido pela area sobre a curva tetérica de um retangulo
admitindo uma liberagdo de 100% entre o tempo de zero e 5,5 dias (ASC(100%)
(KHAN & RHODES, 1975). A EL foi expressa em percentagem e pode ser definida

pela equacao 3.

ASC(zero—5,5)
ASC(100%)

EL(%) = x100% (3)

3.2.4.2 Modelagem matematica dos ensaios de liberacao

A investigacdo do perfil de liberacdo de bioativos em nanoparticulas pode
fornecer informacdes importantes a respeito dos mecanismos que governam a
liberagédo destes (POLAKOVIC et al, 1999). Atualmente atraves do avanco da
informatica diversos modelos matematicos foram criados e se tornou possivel prever
estes mecanismos (SIEPMANN et al. 2008; SIEPMANN et al. 2001; COSTA e
LOBO, 2001).

O modelo semi-empirico de Korsmeyer Peppas (Equacéo 4) foi aplicado as
curvas de liberagcédo dos herbicidas das nanoparticulas de PCL, visando elucidar que
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tipo de mecanismo rege este sistema de liberacdo (HARIHARAM et al. 1994;
COLOMBO et al. 1995; COLOMBO et al. 2005; FERRERO et al. 2000; COSTA e
LOBO, 2001).

M, =Kt"+b
M.. (4)
onde K é a constante cinética de liberacdo que incorpora caracteristicas
estruturais e geométricas do mecanismo e n é o expoente de liberacdo que, de
acordo com o valor numérico que assume, caracteriza o mecanismo de liberacao do
herbicida.

Esta equacao geralmente é utilizada para interpretar e descrever a liberacao
de compostos quando 0 mecanismo que prevalece ndo € bem conhecido ou resulta
da combinacdo de dois processos aparentemente independentes: um devido ao
transporte do herbicida que obedece as leis de Fick ou transporte Fickiano, e outro
consequéncia dos fendmenos de inchamento/relaxamento da matriz polimérica
(expansao dinamica), na qual envolve a transicdo de um estado semi-rigido a outro
mais flexivel, chamado transporte Caso-II.

A andlise do modelo foi feita em funcédo dos valores obtidos das regressbes
lineares dos tratamentos, sendo possivel determinar a constante da cinética de

liberacao (K) e o valor de expoente de liberagao (n).
3.2.5 Avaliacao da estabilidade das nanocapsulas
Para avaliar a estabilidade das formulagdes de nanocapsulas sem e contendo
os herbicidas triazinicos foram determinadas algumas propriedades fisico-quimicas

como tamanho (didmetro hidrodinamico), polidispersdo, potencial zeta e pH em

funcéo do tempo zero, 15, 30, 60 e 90 dias.
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3.2.5.1 Diametro hidrodinamico e polidispersao
3.2.5.1.1 Principio da técnica — Espectroscopia de correlacao de fotons

Muitas ferramentas estdo disponiveis para avaliar o tamanho de
nanoparticulas poliméricas, entre elas, a espectroscopia de correlacdo de fotons.
Esta técnica também é conhecida como “Dynamic Light Scattering” e basea-se na
interacao das particulas com um feixe de luz incidente, que consiste em medir o
movimento aleatério das particulas (movimento browniano) e relaciona esta medida
ao tamanho delas através da equacao de Stokes- Einstein (Equacéo 5) (PATTY e
FRISKEN, 2006). Quanto maior a particula, mais lento serda seu movimento
browniano, enquanto que as particulas menores terdo movimento mais rapido.
Alguns fatores como a temperatura, viscosidade, pH necessitam ser estaveis para
nao ocorrer erros de interpretacdo (GUTERRES et al., 2010). Valores de diametro
médio, distribuicdo de tamanho e indice de polidispersdo sdo encontrados por esta
andlise. O indice de polidispersado obtido indica homogeneidade relativa do sistema
(GUTERRES et al., 2010).

kT

d(H)=—"—
3znD

()

onde, d(H) é o raio hidrodinamico, K € a constante de Boltzmann, T é a temperatura
absoluta, n é a viscosidade da amostra e D o coeficiente de difusao.

3.2.5.1.2 Determinacao do diametro e indice de polidispersao

A técnica de espalhamento de luz foi utilizada para determinacdo do tamanho
médio e da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas (polidispersdo). Essa
avaliacao foi feita diluindo-se cem vezes as suspensdes de nanocapsulas com agua
(Milli-Q) e utilizando-se um analisador de particulas Zetasizer HSA 3000 (Malvern®)
a um angulo fixo de 902 e temperatura de 25°C. Cada resultado foi expresso como
média de trés determinacbes (GOVENDER et al, 2000; VENKATRAMAN et al.,
2005).
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3.2.5.2 Potencial zeta

3.2.5.2.1 Principio da técnica

O potencial zeta é o potencial elétrico no plano hidrodinamico de
cisalhamento, ou seja, em geral as particulas em suspensdo possuem carga na
superficie, criando uma camada ao redor da particula que difere do meio
dispersante. As nanoparticulas devem apresentar um valor de potencial zeta
relativamente alto para garantir a estabilidade fisico-quimica da suspenséo, pois
grandes forgas repulsivas tendem a evitar agregacdo em fungdo de colises
ocasionais de nanocapsulas adjacentes (SCHAFFAZICK et al, 2003). Este
parametro pode ser determinada por eletroforese, em que um campo elétrico é
aplicado na dispersao e entdo as particulas migram em direcéo ao eletrodo de carga
oposta com uma velocidade proporcional a magnitude do potencial zeta (DELGADO
et al, 2005). A mais comum técnica experimental eletroforética usada para
determinar o potencial zeta de nanocdapsulas sdao de espalhamento de luz de
eletroforese (GUTERRES et al, 2010). O potencial zeta € influenciado pela
mudanca dos componentes das formulacdes, especialmente tensoativos e a
composic¢ao do polimero (COUVREUR et al., 2002).

3.2.5.2.2 Determinacao do potencial zeta

A carga de superficie das nanocapsulas foi avaliada através da determinagéao
de potencial zeta, utilizando-se um analisador de potencial zeta Zetasizer HSA 3000
(Malvern®). As analises foram realizadas diluindo-se cem vezes as suspensdes de
nanoparticulas em agua desionizada (Milli-Q) e os resultados foram expressos como

médias de trés determinacdes.
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3.2.5.3 Medida de estabilidade quimica do polimero (pH)

A andlise da estabilidade quimica do polimero foi avaliada através da medida
de pH da suspensao em funcédo do tempo, uma vez que alteragdes nestes podem
indicar degradacao quimica do polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003). O pH das
suspensdes das nanocapsulas foram medidos no decorrer de 90 dias e utilizou um

pHmetro (Tecnal®) previamente calibrado com solucées tampéo de pH 7,0 e 4,0.

3.2.6 Avaliacao da morfologia e estrutura das nanoparticulas por

microscopia

Diferentes técnicas de microscopia podem ser usadas para observar a
morfologia das nanocapsulas e suas estruturas, entre elas a microscopia de forca
atébmica (MFA) e microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) (GUTERRES et al.,
2010).

3.2.6.1 Microscopia de forca Atomica (MFA)
3.2.6.1.1 Principio da técnica

A microscopia de forca atdbmica, também conhecida como microscopia de
varredura de forga, baseia-se na varredura da superficie da amostra por uma ponta
piramidal (ponteira) de alguns micra de comprimento (100 a 200 um) e geralmente
com menos de vinte nandmetros de didmetro, integrada em um cantilever flexivel. A
sonda (ponteira + cantilever) € sempre 0 componente basico do equipamento e, para
alcancar resolugao atémica, a ponta tem que terminar em um conjunto de atomos. O
microscopio de forca atébmica (MFA) permite a caracterizagdo das propriedades
interfaciais dos elétrons, possibilitando a observacdo direta da arquitetura de
determinadas superficies, trazendo importantes informagdes sobre a morfologia de
algumas superficies, incluindo polimeros, ceramicas, nanocompoésitos, vidros e
amostras biologicas (WIESENDANGER, 1994; BONNELL E HUEY, 2001)
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Esta técnica tem sido utilizada largamente no estudo de polimeros (JANDT,
1998, SCHNEIDER & HERRMANN, 2001 e HODGES, 2002), devido a sua
capacidade de fornecer informagdes que nao eram passiveis de se obter com o uso

da microscopia eletrénica de varredura.
3.2.6.1.2 Preparo das amostras

As suspensdes de nanocapsulas foram investigadas por microscopia de forca
atdbmica. As amostras preparadas anteriormente (item 3.2.2) foram diluidas (cem
vezes) e depositadas em uma superficie de silicio previamente limpa com solugéao
de acido nitrico e agua. As amostras imobilizadas foram secas com ar comprimido e
deixadas por 24 horas em ambiente com baixa umidade e posteriormente foram
analisadas pelo microscopio de forca atbmica Nanosurf Easy Scan 2 Basic AFM —
padrao BT02217 (Nanosurf®, Suica) em modo de contato intermitente. Foram
utilizados cantilever comercial Contr 10 e a velocidade de scan foi proporcional ao

tamanho da area de varredura e da frequéncia.
3.2.6.2 Microscopia eletronica de Transmissao
3.2.6.2.1 Principio da técnica

A microscopia eletronica de transmiss&o é uma técnica bastante utilizada para
avaliar distribuicdo de tamanho, integridade e morfologia de nanocapsulas
poliméricas. Enquanto o microscopio de luz utiliza fétons como a radiacao visivel
para observagdo de materiais pequenos, o microscépio eletrbnico, por sua vez
emprega feixes de elétrons, que sdo emitidos em diregdo a uma amostra,
interagindo com a amostra enquanto a atravessa. Normalmente a amostra de
nanoparticula é seca e empregnada com agentes de contraste, tais como acetato de
uranila ou acido fosfotungstico e, em seguida sao analisadas (GUINEBRETIERE et
al. 2002, Sl et al., 2005; GUTERRES, et al., 2010).
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3.2.6.2.2 Preparo das amostras

A morfologia e a estrutura das NC foram examinadas pelo microscépio Zeiss
LEO 906 do laboratério de microscopia eletrénica (LME), Instituto de Biologia,
Unicamp. As nanocdpsulas anteriormente preparadas foram previamente diluidas
cem vezes em agua e submetidas a técnica de coloracdo negativa descrita por
LERIA e MARCO (2001). Nesta técnica as suspensdes de NC foram gotejadas em
“grids” de 200-300 mesh revestidos por “formvar” e apés a secagem foi gotejado
uma solucdo aquosa de acetato de uranila a 2 % (m/v) e apds a evaporagao do
solvente os grids foram levados para analise no microscopio, utilizando uma

voltagem de 80 kV.

3.2.7 Caracterizacao por espectroscopia na regiao do infravermelho

3.2.7.1 Principio da técnica

A espectroscopia na regiao do infravermelho € um tipo de espectroscopia de
absorcao a qual usa a regido do infravermelho do espectro eletromagnético e esta
técnica fornece evidéncias da presenca de varios grupos funcionais em diversas
estruturas organicas, devido a interacdo das moléculas ou atomos com a radiacao
eletromagnética, em um processo de vibracdo molecular (SOLOMONS E FRYHLE,
2001).

A radiacdo no infravermelho faz com que atomos e grupos de atomos de
compostos organicos vibrem com amplitude aumentada ao redor das ligacoes
covalentes que os ligam e o processo é quantizado, porém o espectro vibracional
costuma aparecer como uma série de bandas, porque a cada mudancga de nivel de
energia vibracional corresponde uma série de mudangas de niveis de energia
rotacional e as linhas se sobrepéem dando origem as bandas observadas no
espectro (SILVERSTEIN et al.,, 1991). As deformagbes sofridas pelas ligacoes
quimicas, em decorréncia da absor¢cao no infravermelho, sdo percebidas através de
movimentos vibracionais nas ligacdées, os quais envolvem deformacgdes angulares
(nos “angulos” de ligagdes) e deformacdes axiais (nos eixos das ligacoes). Além

disto, as freqléncias de ressonancia podem ser em uma primeira aproximagao
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relacionadas ao comprimento da ligacdo e as massas dos atomos em cada ponta da
estrutura molecular. As ligacbes podem vibrar de seis modos: estiramento simétrico,

estiramento assimétrico, tesoura, rotacdo, wag e twist.
3.2.7.2 Determinacao dos espectros de infravermelho

As analises de infravermelho foram realizadas com a finalidade de investigar
a presenga dos herbicidas triazinicos nas nanocapsulas de PCL. Os experimentos
foram realizados em um espectrofotémetro de FI-IR 660 Varian® Inc. em uma faixa
de 400 a 4000 cm™, utilizando 32 varreduras por amostra com resolugéo de 8 cm™.
Amostras dos herbicidas (ATZ, AMT e SIM) e nanocapsulas de PCL sem e contendo
os herbicidas foram analisadas utilizando o acessoério de reflectéancia total atenuada
(ATR) (POLLETO et al., 2007; WANG et al., 2010). A espectroscopia Refletancia
Total Atenuada (ATR) € uma técnica utilizada para se obter espectros na regido do
infravermelho de amostras como: pastas, adesivos e pé que nao podem ser

analisados pelos métodos normais, como pastilhas ou filmes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de metodologia analitica para quantificacao de
herbicidas

4.1.1 Obtencao dos cromatogramas dos herbicidas

Solugdes de herbicidas foram injetadas em CLAE, em busca de obter
cromatogramas com picos unicos, simétricos e tempos de retencao curtos. Diversas
foram as fases méveis testadas para se chegar as melhores condi¢ées, citadas nas
tabelas 2 e 3, para cada herbicida. A figura 10 mostra os cromatogramas dos trés
herbicidas (ATZ, AMT e SIM) e observa-se a presenga de um unico pico, simétrico,
apresentando tempos de retencdo abaixo de 10 minutos para cada herbicida
estudado. Estes dados sdo importantes para a realizagéo de futuras andlises, como
quantificacdo da eficiéncia de encapsulacdo dos herbicidas nas nanocapsulas,

ensaios de cinética de liberagao in vitro, entre outros.
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Figura 10. Cromatogramas dos herbicidas triazinicos: A) Atrazina, B) Ametrina e C)
Simazina, obtidos sob condi¢des cromatogréaficas descritas no item 3.2.1.2.

4.1.2 Construcao das curvas de calibracao analitica dos herbicidas

A curva de calibracdo analitica mostra a resposta de um método analitico

para quantidades conhecidas de analito (HARRIS, 2001). Para a analise quantitativa
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dos herbicidas (ATZ, AMT e SIM) foram preparadas solugcdes com concentracoes
compreendidas entre 5 ug/mL a 33 ug/mL e as curvas analiticas foram avaliadas a
partir de trés curvas diferentes em trés dias consecutivos. As médias das curvas
analiticas determinadas para os herbicidas estdo apresentadas na figura 11 e
observa-se um comportamento linear para todas as curvas, com um coeficiente de
correlacao linear (r) préximo a 1. Os limites de deteccdo e quantificacdo dos

métodos estdo apresentados na tabela 4.
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Figura 11. Curvas de calibracdo analiticas para os herbicidas: A) Atrazina, B)
Ametrina e C) Simazina, obtidas sob condigcbes cromatograficas descritas no item
3.2.1.2.

Tabela 4. Limite de deteccao e limite de quantificacdo dos métodos analiticos para

cada herbicida estudado.

Atrazina Ametrina Simazina
Limite de deteccéo (ug/mL) 0,57 0,23 0,58
Limite de quantificacdo (ug/mL) 1,91 0,79 1,94

4.2 Eficiéncia de encapsulacao

Particulas nanométricas possuem valores elevados de 4&rea/volume e
permitem que moléculas sejam encapsuladas com facilidade em seu interior
(PRABU et al. 2008), entretanto, é necessario se preocupar com a natureza quimica
e com a polaridade do compostos a serem associados. MORA-HUERTAS et al.,
2010 explica que compostos hidrofilicos apresentam baixo valor de eficiéncia de
encapsulacdo (~10%) quando associados a nanocapsulas poliméricas, enquanto
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que compostos hidrofébicos possuem alta afinidade (acima de 70%). Neste
contexto, os herbicidas (AMT, ATZ e SIM) possuem baixa solubilidade em agua e
foram associados a nanocapsulas poliméricas de PCL, a fim de promover uma
liberacdo modificada destes bioativos, visando o desenvolvimento de formulagdes
que possam causar menos impacto ambiental e a saude humana.

Os valores de eficiéncia de encapsulacdao para as formulagdes NC:AMT,
NC:ATZ e NC:SIM foram descritos na tabela 5 e observa-se que os maiores valores
de encapsulacdo estdo relacionados com os compostos de menor solubilidade
aquosa. O herbicida simazina € o mais hidrofébico de todos e o que apresentou
maior eficiéncia de encapsulagéo (97,0 £ 0,51%).

Tabela 5. Valores de solubilidade e eficiéncia de encapsulagdo das nanocapsulas de

PCL contendo os herbicidas atrazina, ametrina e simazina (n=3).

Amostras Encapsulacao Solubilidade’
NC:AMT 84,13 % £ 2,56 185 mg/L
NC:ATZ 86,77 % £ 0,73 28 mg/L
NC:SIM 97,08 % = 0,51 5 mg/L

*Solubilidade (EXTOXNET, 2011)

Estes elevados valores de eficiéncia de encapsulacdo podem ser explicados
por dois fatores: pela alta solubilidade destes herbicidas no 6leo presente no interior
das nanocéapsulas e, também pela interacdo destes compostos com a matriz
polimérica das particulas, uma vez que os grupos amino (NH) do herbicida se ligam
com o0s oxigénios presentes na estrutura do polimero PCL, formando ligagdes de
hidrogénio.

GRILLO et al, 2010 mostraram que a encapsulacdo do herbicida ATZ em
microparticulas poliméricas de PHBV poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) ocorreu
por ligagbes de van der Waals (contatos hidrofébicos) e através de ligagbes de
hidrogénio entre os grupos amino da ATZ com os radicais carbonilicos do polimero.

MORA-HUERTAS et al., 2010 observaram alguns trabalhos na literatura que
utiizavam nanocapsulas de PCL para liberagdo modificada de bioativos e
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observaram que estas nanoparticulas tiveram valores elevados de encapsulacao
quando associados com compostos hidrofobicos.

MORAES et al.,, 2011 prepararam nanocapsulas de PCL através do método
de nanoprecipitacdo, contendo o anestésico local benzocaina e também obtiveram
valores de eficiéncia de encapsulacdo maiores que 85%. FERRANTI et al,, 1999
também prepararam nanocapsulas de PLC contendo o farmaco primidona e
encontraram valores entre 67% e 75% de eficiéncia de encapsulagéo.

De modo geral, os herbicidas tiveram boa encapsulacdo nas nanocapsulas de
PCL e demonstraram ser boas moléculas para associagcado neste tipo de sistema

nanoestruturado.

4.3 Cinética de liberacao in vitro

Varios parametros podem afetar a liberacdo de herbicidas em sistemas
matriciais, tais como o tamanho das nanocapsulas, a massa molecular, a natureza
do dleo e a razdo de polimero (SIEPMAN et al. 2001). Portanto ensaios de cinética
de liberacdo sdo fundamentais para a caracterizacdo das particulas, pois fornece
informagdes importantes quanto a interagcdo herbicida-carreador e 0 mecanismo
envolvido no processo de liberagdo (MORA-HUERTAS et al, 2010). Segundo
SOPPIMATH et al, 2001 a liberacdo de bioativos a partir de sistemas
nanoparticulados poliméricos depende de diversos fatores, entre eles, da difusao do
ativo através da matriz da particula, da dessor¢cdo do composto pela superficie, da
difusdo pela parede polimérica, da erosao da matriz polimérica e pela combinagao
de processos de difusdo e erosao.

Os experimentos de cinética de liberacao in vitro foram realizados utilizando
dois compartimentos, um chamado doador e outro aceptor, como citados no item
3.2.4 e todas as amostras foram analisadas por CLAE. Os dados foram calculados
em porcentagem de liberacdo e plotados em fungdo do tempo. Neste ensaio o
herbicida possui a capacidade de atravessar os poros da membrana, porém as
nanoparticulas com tamanho superior a 200 nm, ndo a atravessam e, desta forma, é
possivel observar o efeito da associagéo do herbicida na velocidade de liberacéo da

matriz polimérica das nanocapsulas.
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Na figura 12 comparou-se o perfil de cinética de liberacdo do herbicida
atrazina livre com o herbicida associado as nanocapsulas poliméricas de PCL e
observou que a solucédo de herbicida livre liberou 50% do ativo em 7,2 horas (0,3
dias), enquanto que a formulacao de nanoparticula demorou aproximadamente 21,6
horas (0,9 dias) para liberar a mesma quantidade de ativo. Também foi possivel
observar que no periodo de quatro dias o herbicida livre de nanoparticulas foi
completamente liberado (100%) para o compartimento aceptor, enquanto que na
formulacao de nanocapsulas apenas 65% da ATZ havia sido liberada neste tempo.

Este perfil de liberagdo € bastante interessante, pois, uma vez que se
modifica o perfil de liberagdo do herbicida, abre uma nova perspectiva para reduzir
os problemas quimicos e toxicolégicos destes compostos.
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Figura 12. Perfil de cinética de liberacao in vitro para o herbicida atrazina livre e

associado as nanocéapsulas de PCL, 25°C, determinag&o em triplicata (n=3).

Varios trabalhos na literatura relatam modificacdo na cinética de liberacao de
diversos compostos bioativos quando associados as nanoparticulas e
microparticulas poliméricas, porém muitos dos trabalhos sdo relacionados com
farmacos (VERGER et al.,, 1998; HUANG e BRAZEL, 2001; VENKATRAMAN et al.,
2005; GRILLO et al., 2010, MELO et al., 2010; MORAES et al., 2011). A literatura

descreve a utilizacdo de polimeros biodegradaveis também para a liberagéao
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modificada de herbicidas (DAILEY et al., 1993; DAILEY et al, 1998; ROMERO-
CANO et al., 2002; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2011).

SILVA et al., 2010 associaram o herbicida clomazone em nanoparticulas de
alginato/quitosana e alginato/AOT e observaram perfis de cinética de liberagdo mais
lentos para o sistema nanoparticulado, semelhantes aos resultados apresentados
neste trabalho. A eficiéncia de encapsulacdo do herbicida clomazone nestas
nanoparticulas foi de 89,8% e 59,1% e o perfil de liberacdo do herbicida foi
retardado em 20% quando associado as nanoparticulas de alginato/quitosana e 50%
para as nanoparticulas de alginato/AOT quando comparado com o perfil de liberagéo
do herbicida ndo encapsulado no periodo de 4 horas. Em outro estudo SILVA et al.,
2011 preparam nanoparticulas poliméricas de alginato-AOT contendo o herbicida
paraquat e obtiveram também um perfil de liberagcao cerca de 20% mais lento que a
formulacao de herbicida convencional durante 4 horas de estudo.

Recentemente trabalhos do nosso grupo de pesquisa mostraram que
microparticulas de dois polimeros naturais modificaram o perfil de liberagdo do
herbicida ametrina e atrazina (GRILLO et al., 2010b; GRILLO et al. 2011, LOBO et
al., 2011). A eficiéncia de encapsulacao dos herbicidas ametrina e atrazina em
microparticulas poliméricas foi de 35% e 32%, respectivamente e observou que o
perfil de ambas as formulag¢des foram retardados em aproximadamente 20% quando
avaliados por um ou quatro dias e que o mecanismo de liberacdo de ambos é dado
pela difusdo e relaxamento das cadeias poliméricas.

Com a finalidade de comparar os perfis de cinética de liberacdo dos trés
herbicidas (ATZ, AMT e SIM) associados as nanocapsulas de PCL, a Figura 13
mostra os trés perfis de liberagdo em func¢do do tempo.
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Figura 13. Perfis de cinética de liberacdo in vitro para os herbicidas atrazina,

ametrina e simazina em nanocapsulas de PCL, temperatura 25°C, n=3.

Na figura 13 observa-se que os perfis de liberagdo dos herbicidas atrazina e
ametrina associados as nanocapsulas de PCL foram ligeiramente diferentes, durante
0s cinco dias de estudo, apresentando uma taxa de liberacdo de 72% e 61%
respectivamente. No caso destes dois herbicidas a eficiéncia de encapsulagao nas
nanocapsulas de PCL foi muito semelhante ~ 85 %, fato este que indica que a
diferenga no perfil de liberacdo pode ser explicado provavelmente pela diferenca na
intensidade das interagdes intermoleculares de cada um dos herbicidas com a fase
oleosa e/ou polimérica (WOODRUFF et al. 2010). Observa-se que na estrutura
quimica dos herbicidas atrazina e ametrina existem grupamentos CH; mais
volumosos que o herbicida simazina e estes grupamentos podem gerar um
impedimento estérico, dificultando as ligagdes de hidrogénio do herbicida com as
cadeias poliméricas e consequentemente diminui a interacdo e acelera a liberagéao
do composto bioativo.

Ja para as nanocapsulas contendo simazina observou-se que o perfil de
liberacdo foi bastante alterado em relacdo aos outros dois herbicidas (ametrina e
atrazina), uma vez que apenas 25% do herbicida foi liberado no tempo de cinco dias.

Esta diferenca no perfil da cinética de liberacao da simazina, pode estar relacionada
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a alta hidrofobicidade do composto (solubilidade aquosa de 5 mg/L) em comparagao
aos demais (atrazina e ametrina 28 mg/L e 185 mg/L respectivamente), uma vez que
sua eficiéncia de encapsulagéao foi de 97,1% e um outro fator que justificaria esta
liberagao lenta poderia ser a forte interagdo do herbicida com as cadeias poliméricas
do PCL, ja que a estrutura quimica do composto possui grupos CHs; menos
volumosos que os demais herbicidas estudados.

ROMERO E VINCENT (2002) prepararam nanocapsulas de poli(acido lactico)
contendo o farmaco 4-nitroanisol e observaram um perfil de liberacao bastante lento
para o farmaco quando encapsulado as nanocépsulas, mostrando que em algumas
vezes pode ocorrer uma forte interacdo entre o composto em estudo e as
nanopatrticulas, retardando todo o processo.

Estudos relatam que dentre os polimeros biodegradaveis mais utilizados para
liberacao de ativos, como o poli(latico-co-glicdlico) (PLGA), poliglicélico (PGA),
poli(lactideo) (PLA) e seus copolimeros, o polimero poli(e-caprolactona) (PCL) é o
que possui degradagdao mais lenta (WOODRUFF et al. 2010), por isto que é
empregado extensivamente em sistemas de liberagdo modificada.

Os perfis de liberacao foram integrados e os valores de eficiéncia de liberacao
das formulacdes de NC:ATZ, NC:AMT e NC:SIM foram calculados e observou-se
valores de 56,5%, 47,2% e 18,7% respectivamente. Estes dados permitem uma
comparacao mais fidedigna entre os valores de liberagao e foi possivel observar que
a liberacao dos herbicidas segue a ordem decrescente de liberacdo atrazina,
ametrina e simazina quando associados as NC de PCL.

CEA et al, 2010 prepararam um sistema de liberagdo modificada para o
herbicida atrazina utilizando microesferas de etilcelulose e argilas e observaram que
a modificagdo na composicao da matriz polimérica da microesfera foi responséavel
pela alteracdo na eficiéncia de encapsulagao, no perfil de liberagdo e na interacao
do herbicida com o solo. O tempo para que 50% do herbicida fosse liberado (tse) foi
de aproximadamente 20 horas de analise.

LI et al., 2008 utilizaram gel de carboximetilcelulose em diferentes tipos de
argilas, a fim de promover uma liberacdo modificada do herbicida acetoclor e
observaram um tsoe, de 151 a 522 horas para a formulagdo contendo o gel seco.
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Portanto diversos sédo os tipos de sistemas de liberacdo encontrados, sendo uns

mais lentos e outros mais rapidos.

4.3.1 Modelo matematico para avaliacado do mecanismo de liberacdo dos
herbicidas a partir das nanocapsulas poliméricas

A investigacdo do mecanismo de liberagdo dos herbicidas das nanocapsulas
poliméricas pode fornecer informagdes importantes a respeito dos fatores que
governam a liberacado destes ativos (POLAKOVIC et al.,, 1999). A liberacao de um
herbicida associado a nanoparticulas depende de varios fatores, tais como a
desorcao da superficie da particula, difusdo através de poros da matriz polimérica ou
parede polimérica, desintegracdo do polimero e liberagdo do ativo, dissolugéo e
erosdao da matriz ou parede polimérica e consequentemente liberacdo do ativo.
(POLAKOQVIC et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Alguns modelos matematicos sao utilizados extensivamente para analisar as
caracteristicas de liberacao da substancia ativa a partir de sistemas poliméricos
(COSTA & LOBO, 2001). Um modelo que tem sido utilizado para verificar o tipo de
liberacao de bioativos em sistemas nanoestruturados tem sido o de Korsmeyer e
Peppas, dentre varios modelos descritos na literatura (MELO et al., 2010; GRILLO
et al, 2010a; DOMINGUES et al., 2008; NAPPINNAI & KISHORE, 2007; AVACHAT
& KOTWAL, 2007; FORTUNATO et al, 2007; SRIAMORNSAK &
SUNGTHONGJEEN, 2007).

O modelo de Korsmeyer e Peppas acaba sendo aplicado quando nao se
conhece nada a respeito do mecanismo de liberacdo do bioativo associado as
nanoparticulas. Neste contexto, a partir das curvas de liberacéo, e em fungéao deste
modelo foram realizadas regressées lineares a fim de se determinar os valores da
constante cinética de liberacao (k), bem como o coeficiente de correlagéo linear (r).

Os resultados obtidos das analises do modelo aplicado as curvas de liberagao
dos herbicidas nas NC de PCL, bem como os graficos dos tratamentos estdo

apresentados na Figura 14 e Tabela 6.
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Figura 14. Resultados obtidos da andlise do modelo matematico Korsmeyer-

Peppas: A)

NC-PCL:ATZ, B) NC-PCL:AMT e C) NC-PCL:SIM.

Tabela 6. Valores de constantes de liberacdo (k), expoente de liberacdo (n) e

coeficiente de correlacao (r) obtido pelos melhores ajustes das curvas das cinéticas

de liberagéo dos herbicidas associados as nanoparticulas de PCL.

Formulacoes

Constante de

Expoente de Coeficiente de

liberacao (k) Liberacao (n) correlacao (r)
PCL-NC:ATZ 6,8 x 10 min” 0,924 0,999
PCL-NC:AMT 3,2x 10" min™ 0,997 0,998
PCL-NC:SIM 2,4x10* min-' 0,871 0,998

O modelo Korsmeyer-Peppas tem sido utilizado para prever qual o

mecanismo que descreve a liberagcdo de compostos bioativos de sistemas micro e

nanoparticulados, e estes mecanismos podem ser por difusdo do herbicida

(transporte Fickiano) e/ou por transporte Caso Il (ndo-Fickiano controlado pelo
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relaxamento das cadeias poliméricas) (RITGER & PEPPAS, 1987; KORSMEYER &
PEPPAS, 1991). Neste modelo leva-se em conta nao s6 processos difusivos, mas
também um componente que avalia o relaxamento da matriz polimérica como
processos determinantes na liberacédo do herbicida.

KORSMEYER-PEPPAS (1983) determinou valores especificos de expoente
de liberagéo, que foram: n < 0,43 indicam que o mecanismo que controla a liberagéao
do herbicida no sistema polimérico é a difusdo pura (difusdo Fickiana classica).
Quando n > 0,85, a equacao corresponde a liberagdo modificada por mecanismo de
transporte de Caso Il, ou seja, pelo fendmeno de intumescimento do polimero
(relaxamento da matriz polimérica). Outros valores de n (0,43 < n <0,85) indicam
cinética de transporte anémalo, ou seja, uma combinacao dos dois mecanismos de
difuséo e de transporte de Caso II.

Os valores de expoente de liberacdo para as formulacbes de nanocapsulas
de PCL contendo ATZ, AMT e SIM foram 0,92, 0,99 e 0,87, respectivamente,
indicando que o mecanismo de liberacdo que controla este sistema € o transporte de
Caso Il, ou seja, a liberacdo do herbicida se da pelo relaxamento da cadeia
polimérica.

Os valores de constante de liberagao (k) das formulacées de ATZ, AMT e SIM
foram de 6,8 x 10* min™, 3,2 x 10* min”" e 2,4 x 10” min™, respectivamente, e
portanto desta maneira, observa-se que quanto maior sdo os valores de constante

mais rapida ocorre a liberacao do composto.

4.4 Avaliacao da estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas contendo
herbicidas

Para avaliacdo da estabilidade das suspensdes de NC poliméricas foram
determinadas algumas propriedades fisico-quimicas como didmetro hidrodinamico
(tamanho), polidispersao, potencial zeta e pH em fung¢do do tempo (zero, 15, 30, 60
e 90 dias), sendo todas as formulagbes armazenadas em frascos ambar e a

temperatura de 25°C.
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4.4.1 Tamanho e indice de polidispersao

MORA-HUERTAS et al., 2010 observaram que o tamanho das nanocapsulas
poliméricas esta intimamente relacionado com o método de preparo delas, quando
preparadas pelo método de nanoprecipitacao observou a formagéo de nanocépsulas
com tamanhos compreendidos entre 150 e 500 nm, mesmo utilizando diferentes tipo
de polimeros.

Tabela 7. Valores de didmetro (tamanho) para as formulagdes de nanocépsulas
contendo os herbicidas, determinacdo em triplicata (n=3).

Tempo (dias) NC NC-AMT NC-ATZ NC-SIM
0 279,0 £8,7 263,2+5,1 2896+17,0 231672
15 2670+124 231,8+5,0 2705+12,7 253,7+11,0
30 266,6 £ 7,3 250,6 £6,8 283,1 £3,4 261,2+6,0
60 2741 +54 267,7+10,8 282,0+16,6 260,8 4,7
90 264,6 +9,4 256,8+6,6 266,6 +10,8 261,3 +6,91

O diametro hidrodindmico das NC sem e contendo herbicidas foram avaliados
e observou que no tempo inicial todas as formulagdes apresentaram tamanhos
compreendidos entre 232 e 290 nm (Figura 15). A tabela 7 mostra os valores de
tamanho para todas as formulagdes e nenhuma diferenga significativa no tamanho

das NC foi observada com a encapsulagéo dos herbicidas.
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Figura 15. Distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de PCL contendo herbicidas

analisadas durante 90 dias, temperatura de 25°C, determinagdo em triplicata (n=3).
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As NC sem herbicidas apresentaram estaveis durante 90 dias sem qualquer
alteracao significativa e 0 mesmo ocorreu para as NC contendo herbicidas.

Todas as andlises de distribuicio de tamanho mostraram que as
nanocapsulas apresentaram perfil monomodal, ou seja, possuiam apenas uma
populacdo de nanocapsulas (GUTERRES et al., 2010). Estes dados sdo bastante
importantes, pois quando se pretende preparar um sistema de liberacdo modificada,
o tamanho das nanoparticulas interfere no processo de liberagcdo (SCHAFFAZICK et
al., 2003), desta forma, quanto mais homogéneo for o sistema, maior a
reprodutibilidade dos dados.

A figura 16 mostra a distribuicdo das nanocapsulas de PCL contendo SIM no
periodo inicial de estabilidade (zero dias) e apdés 90 dias e nenhuma alteragcédo
significativa foi observada e nota-se que a intensidade maxima de distribuicdo de
tamanho se mantém em 17% durante todo o periodo estudado. As mesmas analises
foram realizadas para as demais nanocapsulas e os resultados obtidos foram

semelhantes.
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Figura 16. Distribuicao de tamanho de NC-SIM em funcao do tempo de estabilidade:
a) Tempo inicial (zero dias) e b) Tempo final (90 dias), temperatura 25°C,

determinacao em triplicata (n=3).
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Outro parametro avaliado foi o indice de polidispersao, parametro esse que
indica o quanto a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas desviou da distribuicao
média, ou seja, quanto menor o indice de polidispersdo mais uniforme é a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas. Desta forma, valores altos de indice de
polidispersdo indicam ndo homogeneidade na distribuicAo de tamanho das
particulas em suspensdo que podem ser devido a formacdo de diferentes
populagdes de tamanho de particulas, ou até mesmo decorrente da presencga de
agregados em suspensdo. Valores de indice de polidispersdo menores que 0,2 sdo
bons indicadores de uma boa distribuicdo no diametro das particulas (MORAES,
2009).

A figura 17 apresenta os valores de indice de polidispersédo das
nanoparticulas de PCL contendo os herbicidas e observa-se, que todas as
formulag6es apresentaram indice de polidispersao abaixo de 0,2, indicando uma boa
homogeneidade na distribuicdo de tamanhos das nanocapsulas com ou sem

herbicidas.
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Figura 17. Valores de polidispersdo avaliados em fungéo do tempo para NC-PCL

contendo herbicidas, determinacao em triplicata (n=3).

Observou-se também que houve uma pequena variagao nos valores do indice

de polidispersdo em funcao do tempo, no entanto estas variacbes podem ser devido
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ao erro experimental, bem como uma pequena reorganizacdo na distribuicdo do
tamanho das particulas em funcao do tempo, porém os valores encontrados sempre
foram menores que 0,2 para o indice de polidispersao.

FRIEDRICH et al., 2008 prepararam nanocapsulas de PCL pelo método de
nanoprecipitacdo de polimero pré-formado e associaram o farmaco dexametasona
as nanoparticulas e obtiveram valores de tamanho entre 183-252 nm, semelhantes
aos apresentados neste trabalho. Os valores de polidispersdo foram compreendidos
entre 0,14-0,23, modificando de acordo com a concentragdo de principio ativo
utilizado.

MORAES et al., 2010 avaliaram o tamanho de nanocapsulas poliméricas de
PCL, através da execugdo de um planejamento fatorial, no qual variou-se alguns
parametros de preparo das NCs, como polimero, nucleo oleoso e tensoativos. As
melhores formulacdes resultantes deste planejamento produziram nanocapsulas
com tamanho de 188 nm e indice de polidispersdo abaixo de 0,1.

MELO et al,, 2011 prepararam diversas nanocapsulas utilizando o polimero
poli (D,L-latico-co-glicdlico) e estudaram a influéncia de diferentes 6leos na
estabilidade destas particulas e observaram que dependendo do 6leo utilizado o
tamanho e a polidispersdo das particulas podem mudar, variando o tamanho entre
150-170 nm e 0,260-0,087 para o indice de polidispersao.

SCHAFFAZICK et al., 2002 prepararam nanocépsulas de PCL pelo método
de nanoprecipitagcdo e utilizaram o mesmo 6leo deste estudo (Miglyol 810) para
compor a fase oleosa do sistema e encapsularam o farmaco diclofenaco nas NC. O
tamanho médio das nanoparticulas sem a encapsulacao do principio ativo foi de 271
nm, semelhante aos valores encontrados neste estudo, portanto quando
encapsulado o ativo as nanocapsulas, esta aumentou de tamanho, chegando a 327
nm.

A partir dos dados apresentados nas figuras 15, 16 e 17 e através das
informagdes contidas na literatura, pode-se dizer que as formulagcées de NC

contendo os herbicidas até o presente momento apresentam-se estaveis.
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4.4.2 Potencial Zeta

Além dos parametros ja descritos acima, foi analisado ainda o valor de
potencial zeta das nanoparticulas contendo ou nao herbicidas. Esse parametro pode
ser influenciado pela composi¢cdo das nanocapsulas, pelo meio dispersante, pH e
forga ibnica do meio. (MORA-HUERTAS et al., 2010). Nanoparticulas com zeta de
aproximadamente () 30 mV sdo mais estaveis em suspensdao (MOHANRAJ &
CHEN, 2006), pois observa-se uma repulsdo de cargas entre as particulas, que
podem ser suficientes para impedir que as mesmas sofram agregacgéo e desta forma
coalescam (COUVREUR et al., 2002).

Estudos mostram que o potencial zeta é influenciado pela carga dos
diferentes componentes das nanocapsulas, em especial tensoativos, que ficam
localizados na interface com o meio de dispersdo (COUVREUR et al., 2002).
Lecitina, poloxameros (TEWA-TAGNE et al., 2007; TEWA-TAGNE et al. 2006, e os
polimeros (CRUZ et al.,, 2006) sdo os principais componentes que afetam este
parametro. Muitos polimeros, especialmente os hidroxiacidos (como o PLA), os
poliésteres (PCL) e lecitina, contribuem para formagdo de nanoparticulas com
valores de potenciais zeta negativos (MORA-HUERTAS et al., 2010). Tensoativos
nao ibnicos, tais como poloxamer e alcool polivinilico (PVA) (PEREZ et al., 2001),
tendem a reduzir o valor do potencial zeta absoluto (MOSQUEIRA et al., 2000).

A figura 18 mostra os valores de potencial zeta para as formulagdes de NC-
PCL sem e contendo herbicidas e observa-se que todos os valores encontrados
foram negativos e maiores que 30 mV (mddulo). Para as NC sem herbicida o valor
inicial foi de -33mV e para as formulagdes contendo herbicidas foram de -33mV para
NC-AMT, de -24,1mV para NC-ATZ e -31,2mV para NC-SIM. O valor negativo do
potencial zeta encontrado para as nanoparticulas de PCL é devido a presenca de
grupos carboxilicos encontrados nas extremidades das cadeias poliméricas que
quando expostas na superficie das nanocapsulas, expdem cargas negativas que
fazem com que a carga liquida das particulas sejam negativas (MORA-HUERTAS et
al. 2010). Dentre as formulagées de nanocépsulas observa-se que a formulagéo de
NC-ATZ é a que apresenta menor valor de potencial zeta (-24,1mV).
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Figura 18. Valores de potencial zeta para as formulagdes de NC-PCL contendo os
herbicidas em fung&o do tempo, determinac¢do em triplicata (n=3).

A figura 18 mostra ainda que os valores de potencial zeta das formulagdes de
NC, NC:AMT e NC:SIM néo apresentaram varia¢des significativas em funcao do
tempo, no entanto para as formulacées contendo ATZ, observa-se que os valores de
potencial zeta aumentaram em fungdo do tempo o que pode ser devido a uma
diminuicdo da interacdo entre o herbicida ATZ da superficie das nanocapsulas
fazendo com que as cargas de superficie sejam aumentadas.

CALVO et al, 1996 avaliaram o potencial zeta de nanocapsulas,
nanoemulsdes e nanoesferas poliméricas a fim de comparar suas cargas de
superficie e foi observado que a fase oleosa contida nas nanocapsulas e
nanoemulsées deixa o potencial mais negativo (41,9 mV e -423 mV,
respectivamente) em relacao as nanoesferas (-16,3 mV), provavelmente devido ao
delgado filme polimérico que se forma ao redor das goticulas de dleo da particula.
Portando assim, pode-se explicar o alto valor de potencial zeta encontrado nas NC-
PCL para os herbicidas.
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4.4.3 Medida de estabilidade quimica do polimero (pH)

De acordo com MORA HUERTAS (2010) em geral as dispersbes de
nanocapsulas apresentam valores de pH compreendidos entre 3,0 e 7,5 preparadas
pelo método de nanoprecipitagdo, porém poucos trabalhos estudam este parametro,
apesar de ser um fator chave no controle do tamanho das particulas, potencial zeta
e de sua biodistribuicdo Altera¢cdes nos valores de pH podem indicar degradacéo
das cadeias poliméricas onde os monémeros ou fragmentos em solugdao faz com
que o valor de pH das formulacbes sejam alterados (CALVO et al.,1996;
GUTERRES et al., 1995).

Neste trabalho, o pH das suspensdes de nanoparticulas foram avaliados em
funcéo do tempo sendo os resultados apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Perfil do pH das formulagées de NC-PCL sem e contendo os herbicidas

em func¢ao do tempo.

A partir da Figura 19 observa-se que para todas as formulagdes preparadas
houve alteragdo nos valores de pH em fungdo do tempo. Esta diminuicdo do pH
pode estar relacionada com a oxidacdo das cadeias poliméricas, através da
liberagéo de grupamentos carboxilicos para o meio. As nanocapsulas contendo ATZ
foram as que apresentaram maior diminuicdo do pH no decorrer de 90 dias.
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Variagcdes de pH semelhantes foram descritas na literatura para degradacao de
polimeros biodegradaveis e observa-se que as maiores variagdes ocorreram para 0s
polimeros (PLA) e (PCL) (POHLMANN et al, 2002;. CAUCHETIER et al, 2003;
MELO et al., 2011).

Estas alteragbes observadas nos valores de pH, potencial zeta, distribuicdo
de tamanho, indice de polidispersdao podem ser indicadores que estes sistemas
carreadores podem ter em funcdo do tempo suas propriedades de liberagédo
modificada, através de pequenas alteragdes na estrutura dos carreadores. No
entanto, mesmo observando estas mudancas para as formulagdes preparadas, 0s
dados apresentados corroboram com dados obtidos para sistemas carreadores
nanoestruturados poliméricos descritos na literatura (CAUCHETIER et al, 2003;. ZILI
et al, 2005;. PEREIRA et al, 2006;. LIMAYEM et al, 2006; POHLMANN et al, 2008,
LERTSUTTHIWONG et al, 2008;DALENC et al, 1997).

FRIEDRICH et al., 2008 prepararam nanocapsulas de PCL e associaram o
farmaco dexametasona as nanoparticulas e observaram uma leve diminuicao do pH
das formulagao no periodo de dois meses. Em especifico, o pH da formulacédo de
nanocapsulas utilizando 6leo vegetal na fase oleosa da nanocapsulas foi de 4,85 +
0,30 no primeiro més para 3,98 £ 0,27 no segundo.

SCHAFFAZICK et al., 2002 avaliaram a estabilidade de suspensdes de
nanocapsulas e nanoesferas poliméricas contendo o farmaco diclofenaco e
observaram que em algumas formulagdes o pH mostrava tendéncia de redu¢dao com
o passar do tempo. Este acontecimento ficou mais evidente quando os autores
estudaram a estabilidade de nanocapsulas de eudragit-S90® contendo benzoato de
benzila em que houve uma diminuicao significativa deste parametro, uma vez que, o
pH passou de 4,49 + 0,32 para 3,88 £ 0,17 em 3,5 meses.

Portanto de acordo com os dados apresentados, observa-se que as
nanocapsulas de PCL contendo os herbicidas apresentam valores adequados de pH
e estao proximos aos encontrados na literatura.
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4.4.3.1 Comportamento das nanocapsulas de PCL em diferentes pHs

As nanocapsulas poliméricas de PCL foram mantidas em solugdes de
diferentes pHs (2, 4, 7, 10 e 12) com a finalidade de estudar o comportamento da
estabilidade destas particulas frente a diferentes concentragdes hidrogenidnicas, e
assim foi avaliado o didmetro médio, a polidispersdao e o potencial zeta das
particulas.

A Figura 20 mostra que a variagdao de pH nao interfere no tamanho das
nanoparticulas e que a polidispersao também pouco se altera, mostrando que a
mudanc¢a no pH do meio n&do acarreta em grandes alteragbes no tamanho e no

indice de polidispersao destas particulas.
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Figura 20. Variagdo do diametro hidrodinamico e do indice de polidispersdo de
nanocapsulas de PCL em diferentes pH.

A figura 21 apresenta os valores de potencial zeta para nanocépsulas de PCL
em diferentes pHs e observa-se que em meio basico o valor de potencial zeta das
NC-PCL se torna mais negativo, isto ocorre, provavelmente devido ao aumento da
concentracdo de hidroxila no meio (OH’). Entretanto quando se acidifica 0 meio e
aumenta concentracdo de H*, o potencial zeta diminui, porém continua com carga
negativa (-11,3 mV £ 2,2).
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Figura 21. Valores de potencial zeta para nanocapsulas de PCL em diferentes pHs.
4.5 Avaliacao da morfologia e estrutura das nanocapsulas poliméricas
4.5.1 Microscopia de forca atdbmica
Para verificar os aspectos morfoldgicos das nanocpsulas de PCL sem e
contendo os herbicidas foi utilizada a técnica de microscopia de forca atdbmica e
solu¢des de nanocapsulas foram depositadas e secas sobre um suporte de silicio,

conforme descrito em métodos item 3.2.6.1.2. As imagens foram coletadas para NC

e NC contendo o herbicida AMT e sao apresentadas na figura 22.
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Figura 22. Imagens de microscopia de forgca atbmica das nanocapsulas de PCL: A)
NC sem herbicida (2D), B) NC sem herbicida (3D), C) NC-PCL:AMT (2D) e D) NC-
PCL:AMT (3D).

A analise das imagens de MFA das nanocapsulas de PCL sem herbicida
(Figura 22 - A e B) e contendo o herbicida ametrina (Figura 22 - C e D) mostra que
as particulas apresentam-se esféricas com distribuicdo de tamanho uniforme, nao
sendo observada a presenca de agregados. O tamanho médio das particulas esta
compreendido entre 200-300 nm. Assim como para as demais formulacdes
apresentaram caracteristicas semelhantes (dados nao mostrados).

CUN et al., 2011 prepararam nanoparticulas de PLGA contendo RNAi e
utiizaram MFA para avaliar o tamanho e a morfologia destas nanoparticulas e
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observaram tamanhos entre 218 nm e 258 nm, sem agregados e com caracteristicas
esféricas.

SHAHGALDIAN et al., 2003 preparam géis utilizando quatro tipos de
reagentes (carbopol 980, carbopol 2020, acido hialurdnico e xantanas) contendo
dispersdes de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e as micrografias mostraram
que as nanoparticulas estavam dispersas no gel, com particulas entre 150 nm de
didametro sem nenhuma agregacao.

SILVA et al., 2010 preparam nanoparticulas poliméricas de alginato/quitosana
e alginato/AOT contendo o herbicida clomazone e utilizaram MFA para avaliar a
morfologia das nanoparticulas, observando particulas esféricas sem agregados.
BUNIO et al,, 2011 também prepararam nanoparticulas poliméricas com tamanho
entre 165-220 nm, utilizando um novo tensoativo polimerizavel e a fim de avaliar a

morfologia das particulas foi utilizado microscopia de for¢a atémica.

4.5.2 Microscopia eletronica de transmissao

A morfologia das nanoparticulas de PCL foi analisada também por
microscopia eletrénica de transmissao (Figura 23).

Figura 23. Micrografia de nanocapsulas polimérica de PCL: A) Aumento de 30.000
vezes e B) Aumento de 100.000 vezes.

A analise da micrografia obtida para as NC de PCL mostra que estas, assim
como observados por MFA, sao esféricas e ndo apresentam agregados. O tamanho
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das nanocapsulas estd compreendido entre 160 € 250 nm, observa-se que este
valor € um pouco menor que os encontrados por espectroscopia de correlagdo de
fotons (ECF), que foi de, aproximadamente 280 nm. Esta diferenca de tamanho é
devido a técnica de ECF medir o didmetro hidrodinamico da particula, enquanto que
o MET avalia as particulas secas, ou seja, no processo de microscopia as
nanoparticulas sofrem o fenémeno de desidratagdo e por isto ocorre a redugdo em
seu tamanho. A mesma observacao ocorreu para o estudo de SILVA et al., 2011 em
que nanoparticulas de alginato/quitosana contendo o herbicida paraquat foram
preparadas.

GUINEBRETIERE et al., 2002 observaram a morfologia de nanocapsulas de
PCL por coloragéo negativa e obtiveram valores de tamanho entre 200 e 1200 nm e
observaram ainda que a espessura da parede da NC possuia cerca de 1-2nm.

FERNANDEZ-PEREZ et al, 2011 também utilizaram esta técnica para
visualizar a morfologia de granulos de lignina revestidos com etilcelulose contendo o
herbicida cloridazona e observaram uma uniformidade e alta aderéncia do

revestimento.

4.6 Caracterizacao por espectroscopia na regiao do infravermelho

As atribuicbes dos modos vibracionais observados nos espectros no
infravermelho das amostras de herbicidas (ATZ, AMT e SIM) foram comparadas com
as amostras de nanocdpsulas de PCL sem e contendo os herbicidas, a fim de
observar evidéncias na associacdo entre o herbicida e a cadeia polimérica das
nanocapsulas.

A figura 24-A apresenta o espectro na regido do infravermelho do herbicida
ametrina e observa-se a existéncia de trés bandas especificas, em 3240 cm™ ocorre
o estiramento da ligagcdo N-H, referente a fungdo amina presente na estrutura do
herbicida, em 2960 cm™ estiramento da ligacdo C-H do grupamento alquila e em
1520 cm™ deformacdo angular da ligagdo N-H das aminas. A Figura 24-B
(nanocapsulas de poli(e-caprolactona) sem herbicida) apresentou bandas no
comprimento de onda de 3340 cm’, referente ao estiramento da ligagdo O-H, em

2960 cm™ estiramento da ligacdo C-H do grupamento alquila, em 1740 cm’
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estiramento da ligagdo C=0 da funcédo éster e em 1190 cm™ deformagéo angular C-
O. A Figura 24-C (nanocéapsulas de poli(e-caprolactona contendo AMT) apresentou
bandas semelhantes ao espectro das nanocapsulas sem herbicida (Figura 23-B),
portanto, € possivel prever uma associacdo do herbicida com a nanocapsula
polimérica.

Na regido de 3340 cm™, a presenca do grupamento O-H na estrutura,
mostrado pela Figura 24 (B e C), muito provavelmente deve-se a interferéncia da
banda de OH da agua utilizada na formulagéo.
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Figura 24. Espectro de absorgdo no infravermelho na faixa de 4000 a 400 cm™ para
amostra de: A) ametrina; B) NC-PCL; C) NC-PCL:AMT.
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SILVA et al,, 2011 também investigaram a interacdo do herbicida paraquat
com nanoparticulas de alginato/quitosana por espectroscopia de infravermelho, e
neste estudo os autores mostraram que algumas bandas de absorcao do herbicida
paraquat foram alteradas quando avaliado o herbicida associado as nanoparticulas,
indicando uma possivel interagdo das cargas positivas do paraquat com as cargas
negativas presentes no polimero alginato presente na composicdo das

nanoparticulas.

4.7 Nanoparticulas de PCL revestidas com quitosana contendo atrazina

Apbs preparar e caracterizar as formulacdes de nanocapsulas de PCL
contendo os herbicidas triazinicos (ATZ, AMT e SIM), uma nova etapa foi realizada,
a fim de abrir uma nova perspectiva para a liberacao modificada de bioativos.

Nanocapsulas de PCL foram revestidas com o polimero quitosana, de acordo
com a metodologia descrita no item 3.2.2.1. Neste método o polimero catidnico
(quitosana) se liga por interagbes eletrostaticas com os grupamentos negativos
(carboxilicos) das nanocapsulas e desta forma ocorrendo o revestimento das
nanocapsulas com as moléculas do polimero quitosana (Figura 25).

Nanocapsula Quitosana Nanocapsula Revestida

Figura 25. Representacdo esquematica da conformagdo das cargas das

nanocapsulas revestidas com o polimero quitosana.

Alguns trabalhos na literatura abordam esta técnica como sendo bastante
eficiente (CALVO et al., 1997; PREGO et al., 2006), pois com o revestimento das
nanoparticulas, novas interagcbes podem ocorrer com 0 meio, ja que sua carga de
superficie € alterada.

CALVO et al, 1997 revestiram nanocapsulas de poli (L-lisina) e poli(e-

caprolactona) com quitosana e associaram o farmaco antiinflamatério indometacina
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nestas particulas, a fim de desenvolver um novo sistema de liberagdo modificada
para aplicacdo ocular. Este sistema foi revestido com quitosana para aumentar a
muco adesdo destas particulas, ja visto que o epitélio da coérnea é negativamente
carregado. Neste sistema o revestimento n&o alterou o perfil de liberacdo do
composto bioativo, porém aumentou significativamente a quantidade de farmaco na

regido ocular em comparagédo com o produto comercial.

4.7.1 Eficiéncia de encapsulacao da atrazina em nanocdpsulas revestidas

Nanocapsulas de PCL revestidas com quitosana (NC-PCL-QUIT) foram
preparadas e foram adicionadas a diferentes formulagdes de NC-PCL, com a
finalidade de revesti-las e observar mudangas na taxa de encapsulagéo, no perfil de
cinética de liberacdo in vitro e nos parametros de estabilidade. Em fungédo da
diluicdo da amostra as concentracdes finais de quitosana nas formulagbes foram de
0 pg/mL, 0,8 ug/mL, 10pg/mL, 20ug/mL, 30ug/mL e 40ug/mL.

A tabela 8 mostra os valores de eficiéncia de encapsulagdo das formulacdes
revestidas e observa-se que as nanocapsulas sem quitosana (0 pg/mL) tiveram a
maior eficiéncia de encapsulacao (86,7 %). O segundo maior valor de eficiéncia de
encapsulacao foi observado para as nanocapsulas contendo 40 pg/mL de quitosana.
Observa-se na tabela 6 que as formulagcdes contendo menores concentracées de

quitosana tiveram encapsulacao proxima aos 70%.

Tabela 8. Valores de eficiéncia de encapsulacdo das nanocapsulas de PCL

revestidas com diferentes concentragdes de quitosana contendo atrazina.

Amostras [Quitosana] Eficiéncia de Encapsulacao
NC-PCL-QUIT [0 pg/mL] 86,7 %
NC-PCL-QUIT [8 pg/mL] 64,1 %
NC-PCL-QUIT [10 pg/mL] 67,0 %
NC-PCL-QUIT [20 pg/mL] 64,7 %
NC-PCL-QUIT [30 pg/mL] 65,9 %
NC-PCL-QUIT [40 pg/mL] 72,8 %
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As variacOes nas eficiéncias de encapsulacdo mostram que com o aumento
da quantidade de quitosana adicionada as formulagdes observaram-se uma
diminuicao no valor da eficiéncia de encapsulacao (exceto para as concentracoes de
0 pg/mL e 40 ug/mL de quitosana), tal fato pode ser devido a uma diminuicdo da
quantidade de moléculas de ATZ na superficie das particulas devido a interagéao
entre o polimero quitosana e a superficie das nanocapsulas de PCL (Tabela 8). No
entanto, para as maiores concentragées de quitosana o que pode ter ocorrido € que
devido a este polimero proporcionar um maior revestimento (conforme discutido a
seguir) as moléculas de ATZ podem estar interagindo com ambos 0s polimeros e
desta forma um ligeiro aumento na taxa de encapsulagao foi observada. No entanto
para provar esta hipotese teriamos que realizar uma melhor investigacao dos fatores
que governam a interagcao ATZ, quitosana, nanocapsulas de PCL.

4.7.2 Cinética de liberacao in vitro

Os ensaios de cinética de liberagao foram realizados utilizando a metodologia
proposta no item 3.2.4 e todos os resultados foram analisados por CLAE. Os valores
das areas dos cromatogramas foram transferidos em porcentagem e em seguida
foram plotados em relacao a porcentagem de liberacao da ATZ versus o tempo.

A figura 26 mostra o perfil de cinética de liberacdo da ATZ nas nanocapsulas
revestidas em funcdo do tempo e das diferentes concentragdes utilizadas para o
preparo. Observa-se que em comparagao com a ATZ apenas, todas as formulagoes
se mantiveram seus perfis de liberacdo diminuidos em funcdo do tempo. As
formulagcées de NC sem revestimento e a NC revestida com a maior quantidade de
quitosana tiveram perfis de liberacdo semelhantes e mais lentos em relagcdo as
outras concentragdes de quitosana utilizadas.

Estes resultados podem ser explicados em funcéo das diferengas nos valores
de eficiéncia de encapsulagdo apresentados na Tabela 8. Ja a formulagdo com
menor concentragdo de quitosana (8 pg/mL) foi a que apresentou o perfil mais
rapido de liberacdo de todas as formulacbes. Analisando estes dados pode-se
concluir que baixas concentracbes de quitosana desestabilizam o sistema

nanoparticulado e faz com que a liberacao seja mais acelerada, ou seja, devem
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remover as moléculas de ATZ que ficam na superficie das NC de PCL o que faz com

que a liberacao seja mais rapida.
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Figura 26. Cinética de liberagéo in vitro das nanocapsulas de PCL revestidas com
diferentes concentragcdes de quitosana, temperatura de 250C, determinagdo em
triplicata (n=3).

Alguns autores utilizam um parametro chamado de eficiéncia de liberacao
para avaliar a porcentagem de liberacdo de um sistema nanoparticulado, este
parametro consiste em comparar a area total do retangulo (100% de liberagéo), pela
area sob a curva do real perfil de liberagdo (COSTA E LOBO, 2001; GRILLO et al.,

2010b). A eficiéncia de liberacao foi calculada e os valores apresentados na tabela
9.
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Tabela 9. Valores de €ficiéncia de liberacao das formulagdes de NC-PCL revestidas

com quitosana.

Formulacées Eficiéncia de
[quitosana] Liberacao (EL)
NC-ATZ [0 pg/mL] 56,2 % +£1,2

NC-ATZ [8 ug/mL] 63,9 % + 0,9
NC-ATZ [10 pg/mL] 59,8 % + 0.8
NC-ATZ [20 pg/mL] 60,0 % + 1,1
NC-ATZ [40 pg/mL] 56,5 % + 0,5

Através dos valores de EL (Tabela 9) observou-se que as formulagdes
contendo 0 pg/mL e 40 pg/mL de quitosana apresentaram perfis semelhantes de
liberagdo, mostrando que ambas retardaram em 43,5 % a liberacdo do herbicida
ATZ em todo o tempo de estudo.

Valores entre 75% e 87% de EL foram encontrados na literatura para
microparticulas poliméricas contendo ametrina, se mostrando semelhante com a

eficiéncia destas nanocépsulas poliméricas (GRILLO et al., 2011).

4.7.2.1 Modelo matematico para avaliacao do mecanismo de liberacao

Com o objetivo de investigar o mecanismo de liberacdo das diferentes
nanocapsulas revestidas contendo ATZ, foi aplicado o modelo tedrico de
KORSMEYER-PEPPAS conforme ja descrito anteriormente no item 3.2.4.1 (COSTA
& LOBO, 2001). A partir das curvas de liberagao foram feitas as regressdes lineares
para determinacao dos coeficientes de correlagdo (r) e constante de liberagao (k).
Os resultados obtidos a partir da Figura 27 encontram-se na Tabela 10.

69



Resultados e Discusséo

-1,0

1,5
2,0
£ 2,51
= |
= 30
E -

-3,5 [0] NC-ATZ-QUIT

| ® [8] NC-ATZ-QUIT

40 A [10] NC-ATZ-QUIT

I Vv [20] NC-ATZ-QUIT

1 < [40] NC-ATZ-QUIT
4.5

T T T T T T T T

. . — .
2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5
In tempo (minutos)

Figura 27. Resultados obtidos usando o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas

para as NC revestidas contendo diferentes concentracdes de quitosana.

Tabela 10. Valores de constantes de liberacdo (k), expoente de liberacdo (n),
coeficiente de correlacao (r) obtido pelos melhores ajustes das curvas das cinéticas
de liberagao do herbicida associado as nanocapsulas revestidas de PCL.

Formulagoes Constante de Expoente de Coeficiente de
[quitosana] liberacao (k) Liberacao correlacao (r)
(n)
NC-ATZ[0ug/mL] 1,7 x10* min™ 0,85 0,997
NC-ATZ [8ug/mL] 2,0 x 10 min” 0,77 0,998
NC-ATZ [10 ug/mL] 1,5x10™* min™ 0,80 0,997
NC-ATZ [20 ug/mL] 1,4 x 10™* min” 0,82 0,998
NC-ATZ [40 ug/mL] 1,4 x10™* min™ 0,81 0,997

A anadlise das curvas de liberacdo apdés o tratamento matematico de
Korsmeyer-Peppas forneceu valores de constante (k) entre 1,4 x 10* min™ e 2,0 x

10 min™', mostrando que quando maior o valor de constante mais rapido ocorre a
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liberacdo do herbicida. Os valores de expoente de liberacdo (n) ficaram
compreendidos entre 0,77 e 0,85, mostrando que a liberagcdo do bioativo de dentro
das nanocapsulas ocorreu por combinacado entre os mecanismos de difusdo (nao
fickiano) e relaxamento das cadeias poliméricas, mostrando que o sistema revestido

alterou o mecanismo de liberacao das nanocapsulas de PCL.

4.7.3 Avaliacao da estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas revestidas

Para a avaliagdo da estabilidade das suspensdes de NC de PCL revestidas
com quitosana foram avaliadas algumas propriedades fisico-quimicas como
tamanho, polidispersao, potencial zeta e pH em funcao do tempo (zero, 15, 30, 60 e
90 dias), sendo todas as amostras armazenadas em frascos ambar e a temperatura
de 25°C.

A Figura 28 mostra o didmetro hidrodindmico das nanocapsulas sob o efeito
de diferentes concentracbes de quitosana e observa-se que em todas as
formulacées contendo quitosana o tamanho foi aumentado, evidenciando a
formacao de revestimento. No tempo inicial (zero dias) as nanoparticulas contendo 8
png/mL e 10 pug/mL apresentaram tamanho acima do encontrado na literatura para
estes tipos de nanoparticulas (MORA-HUERTAS et al., 2010). Desta forma, pode-se
justificar a liberagdo mais rapida para estas formulacdes, ja que diversos autores
descrevem que o tamanho das nanoparticulas influencia na liberagdo do composto
bioativo (RAO et al., 2011).
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Figura 28. Distribuicdo do tamanho médio das nanoparticulas de PCL revestidas
com diferentes concentragdes de quitosana contendo atrazina em fun¢ao do tempo,

em temperatura de 25°C, determinagdo em ftriplicata (n=3).

Para as formulagdes de NC sem revestimento (0 ug/mL de quitosana) o
tamanho médio foi de 278 nm £ 9,51 e nao houve diferenca significativa dentre o
periodo estudado, mostrando ser uma formulagdo bastante estavel com apenas uma
distribuicao de tamanho.

Para as formulagbes com menor quantidade de quitosana (8 pg/mL e 10
pug/mL) observou que com o passar do tempo as formulag¢des ficaram ainda maiores
e apresentaram diferentes popula¢cdes em sua distribuicdo de tamanho. A figura 29
representa a distribuicdo de tamanho das nanocapsulas revestidas com 8 pug/mL de

quitosana.
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Figura 29. Distribuicdo de tamanho das nanocépsulas de PCL revestidas com
quitosana (8 pg/mL) cotendo atrazina: a) tempo de zero dias, b) tempo de 90 dias.

Destaca-se que para os sistemas com menores concentragdes de quitosana
observa-se as maiores variagdes e erros experimentais, indicando assim que estes
sistemas apresentam uma maior instabilidade, o que justifica a liberagdo mais rapida
do herbicida ATZ das formulagbes, conforme discutimos na figura 25.

A figura 30 apresenta uma micrografia eletrbnica de varredura das
nanoparticulas revestidas com 8 pg/mL de quitosana e € possivel observar a
presenca de alguns agregados e de uma particula bem maior que o normal para um
sistema nanoparticulado, confirmando os dados apresentados na Figura 28 e 29.

Figura 30. Micrografia de nanocapsulas polimérica de PCL revestidas com 8ug/mL
de quitosana, aumento de 30.000 vezes.
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Ja para as formulagdes contendo maiores concentragdes de quitosana (20
pg/mL, 30 pg/mL e 40 pg/mL) foram observados tamanhos proximos aos
encontrados para as nanocapsulas sem revestimento e uma distribuicdo Unica de

tamanho (Figura 31).
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Figura 31. Distribuicdo de tamanho das nanocipsulas de PCL revestidas com
quitosana (40 pg/mL) contendo atrazina: a) tempo de zero dias, b) tempo de 90 dias.

A avaliagdo do tamanho das nanocapsulas revestidas trouxe importantes
informagdes, quanto a interagdo da quitosana com a parede polimérica da
nanocapsula. Os experimentos mostraram que baixas concentragcdes de quitosana
deixaram as particulas maiores e com baixa estabilidade em fungdo do tempo,
provavelmente devido a formacdo de agregados e conforme aumentou-se a
concentragdo de quitosana as particulas foram revestidas com maior intensidade
permanecendo mais estaveis e com tamanho regular.

A polidispersdo também foi avaliada e observou que a maioria das
formulacdes apresentou indice de polidispersao abaixo de 0,2, valor preconizado na
literatura (MORA-HUERTAS et al.,, 2010), mostrando que as nanoparticulas sao
homogéneas e estaveis. Apenas as formulacées de NC revestidas com 8 ug/mL e
10 pg/mL de quitosana apresentaram indice acima de 0,3, mostrando ser um
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sistema com distribuicdo de tamanhos diferentes, dados este confirmados pelos

resultados apresentados na figura 32.
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Figura 32. Valores de polidispersado avaliados em fungdo do tempo para NC-PCL
contendo herbicidas, determinagdo em triplicata (n=3).

Outro parametro investigado foi o potencial zeta, que analisa as cargas das
superficies de particulas. Este instrumento de analise foi muito importante para
entender em que momento as nanocapsulas foram revestidas e quais delas
apresentaram menor quantidade de agregados. Os valores de potencial zeta devem
ser elevados, como preconizado na literatura (acima de +/- 30 mV), pois assim as
particulas tendem a se repelir entre si, gerando uma suspensdo mais estavel sem
agregados.

O potencial zeta foi avaliado para as formulagcdes de NC revestidas contendo
ATZ e um fato interessante foi observado. Quando analisada a formulagdo de NC
sem revestimento (0 pg/mL de quitosana), observou valores de potencial zeta
préximos a -40 mV, devido a presenca dos grupamentos carboxilicos do polimero
PCL. Porém quando avaliadas as formulagcbes contendo quitosana, estas
apresentaram valores positivos e crescentes de acordo com a quantidade de
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quitosana adicionada em cada formulacao (Figura 33), evidenciando a formacéo das
nanocapsulas revestidas.
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Figura 33. Potencial zeta (mV) das nanocapsulas revestidas com diferentes
concentracbes de quitosana em fungdo do tempo (zero, 15, 30, 60 e 90 dias)

contendo atrazina.

A figura 33 mostra que com o passar do tempo o valor de potencial zeta
diminui, evidenciando a degradacéo do polimero, fato este, reportado na literatura
(MELO et al., 2011).

O pH também foi avaliado e foi observado que as formulagbes de NC
revestidas apresentaram pH proximos a 3 e ndo mudaram significativamente durante
90 dias (Figura 34), provavelmente devido a solugcdo de quitosana adicionada as
formulacdes estarem ja em pH &cido, fez com que a degradag¢do do polimero nao
fosse evidenciada..
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Figura 34. Valores de pH nas nanocapsulas revestidas em fun¢ao do tempo (zero,
15, 30, 60 e 90 dias).

Avaliando todos os dados de estabilidade, foi possivel construir um grafico
relacionando o tamanho das particulas com o potencial zeta e este revelou dados
importantes para a caracterizagdo destas nanocépsulas poliméricas (Figura 34).
Conforme as formulagbes receberam quantidades crescentes de quitosana, estas
aumentaram o seu valor de potencial zeta de forma crescente, entretanto houve uma
variagdo no tamanho, ou seja, em baixas concentragbes de quitosana o tamanho
aumentou e em maiores concentracdes diminuiu (Figura 35-A). Este fendmeno pode
ser explicado devido ao baixo potencial zeta das nanocapsulas revestidas com baixa
concentracdo de quitosana, ou seja, as formulagdes com baixo potencial zeta se
agregaram e formaram particulas grandes (Figura 30), que causaram uma liberacao
mais acelerada, uma polidispersdo alta, conforme citado anteriormente. CALVO et
al., 1997 preparam nanocépsulas revestidas de Poli(L-latico) (PLL) e PCL e
obtiveram os mesmos valores.
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Figura 35. A) Dados de potencial zeta e tamanho das nanocépsulas revestidas

contendo ATZ em funcdo da concentracdo de quitosana e B) Representacéo

esquematica das nanoparticulas sendo revestidas por diferentes concentracdes de

quitosana. Conforme aumenta a concentragcdo de quitosana as particulas ficam com

78



Resultados e Discusséo

maior quantidade de cargas na superficie e entdo minimiza a formagao de

agregados por interacdes eletrostaticas.

A figura 35-b representa o que acontece em cada etapa de revestimento da
NC de PCL contendo ATZ. Em um primeiro momento pouca concentracdo de
quitosana € adicionada na formulacdo, causando formacao de agregados e baixa
estabilidade na suspensdao, como demonstrado na Figura 28, 29 e 30. Quando a
concentracao de quitosana € aumentada observa-se que as moléculas de quitosana
revestem as nanocapsulas e forma uma concentragdo de cargas elevadas na
superficie, distanciando as NC por efeitos eletrostaticos, tornando a formulagado mais

estavel e com um tamanho menor de particula.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho forneceu informagdes importantes referentes ao
desenvolvimento de um sistema de liberagdo modificada para herbicidas triazinicos
(AMT, ATZ e SIM) utilizando nanocapsulas de PCL normais e revestidas com
quitosana, obtidas pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado.

As suspensdes de NC poliméricas foram preparadas e uma eficiéncia de
encapsulacao acima de 84% foi observada para as NC de PCL. O perfil de cinética
de liberacdo dos herbicidas encapsulados nas NC foi mais devagar, quando
comparados com o herbicida livre e o herbicida simazina foi o que apresentou perfil
mais lento. O mecanismo de liberagdo foi dado pelo relaxamento das cadeias
poliméricas. As nanocapsulas de PCL contendo os herbicidas apresentaram
tamanho compreendido entre 232nm e 290 nm, polidispersdo abaixo de 0,2 e
potencial zeta de -30 mV e as formulagdes apresentaram-se estaveis durante 90
dias. As analises de microscopia mostraram que as nanocapsulas apresentaram-se
esféricas com distribuicdo de tamanho uniforme, sem presenga de agregados. As
analises de infravermelho mostraram que os herbicidas estdo associados as
nanoparticulas poliméricas.

As formulacbes de NC revestidas com quitosana contendo ATZ tiveram
eficiéncia de encapsulacao acima de 64% e mudancas neste valor ocorreram com
alteracdes na concentracao de quitosana. O perfil de liberagdo mostrou-se lento e
sustentado em comparagdo com o herbicida livre e observou que quanto maior a
quantidade de quitosana, mais lento ele se torna. O mecanismo de liberacao foi
dado pela difusdo néo fickiana e relaxamento das cadeias poliméricas. O tamanho
e polidispersdao foram altos para NC revestidas com baixa concentracdo de
quitosana e menores para as formulagées com maior concentragdo. O potencial
zeta das formulagdes foi modificado de negativo para positivo com a adicdo de
quitosana, evidenciando a mudanga na conformagdo da parede polimérica. Este
estudo abre novas perspectivas para um sistema de liberagdo modificada para
herbicidas, uma vez que a maior eficacia dos nanoherbicidas abre novas
possibilidades para o controle de pragas em plantagdes, podendo produzir um
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menor impacto ambiental, bem como uma diminuicdo da quantidade de insumos a

ser utilizado pelo uso destes sistemas carreadores.
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