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RESUMO

HOLZ, Juliana Pelisoli. Microesferas de PCL como Sistema de Liberacao
Controlada de Herbicida Glifosato. Porto Alegre. 2017. Tese. Programa de P0s-
Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA
UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O glifosato € o herbicida mais utilizado no mundo, devido ao seu amplo espectro de
acao. Porém existe a necessidade de medidas de reducdo na sua aplicacéo, devido
aos riscos associados a contaminacdo da agua e do meio ambiente. O
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada surge como uma alternativa
para minimizar a aplicagdo deste herbicida. Este trabalho teve como objetivo a
preparacao de microesferas de Poli (e-caprolactona) (PCL) contendo glifosato. Estas
foram caracterizadas quanto a sua morfologia, estrutura, propriedades fisico-
guimicas, e ainda, realizou-se um bioensaio para a avaliacdo do seu uso na cultura
do arroz, a fim de criar uma possivel alternativa para o uso destes herbicidas em
plantacdes. As microesferas de PCL/glifosato produzidas através da técnica de
emulsdo mdultipla e evaporacdo do solvente apresentaram a forma de esferas
sélidas com tamanhos médios de 3 um = 0,6 um. Foi possivel incorporar 9,3% de
glifosato em relagdo a massa de polimero nas particulas formadas, revelando uma
eficiéncia de incorporacdo (El) de 30,9%. A partir das técnicas utilizadas para
quantificacdo do glifosato incorporado (UVvis, TGA e CHN), pode-se afirmar que
com o aumento da concentracdo de glifosato na formulagéo existe um aumento de
sua El. Por outro lado este aumento acarreta na diminuicdo no tamanho médio das
microesferas. A liberacdo do herbicida das microesferas foi evidenciada através de
bioensaios, e na avaliagdo do perfil de liberacdo do glifosato das microesferas,
pode-se constatar que aproximadamente 17% do herbicida foi liberado para o meio,
solucéo de CaCl2 0,01 M em temperatura ambiente, apos transcorridos 360 minutos
de ensaio. Este estudo permitiu afirmar que o modelo tedrico descrito por
Korsmeyer-Peppas é adequado para caracterizar o fenbmeno de transporte de
liberacdo do glifosato das microesferas, revelando um transporte anémalo néo

governado pela difuséo de Fick.

Palavras-Chaves: Bioensaio, Cinética de liberacao, Glifosato, Microesferas, PCL.



ABSTRACT

HOLZ, Juliana Pelisoli. PCL Microspheres as Controlled Release System of
Glyphosate Herbicide. Porto Alegre. 2017. PhD Thesis. Graduation Program in
Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF
RIO GRANDE DO SUL.

Glyphosate is the most widely used herbicide in the world, due to its broad spectrum
of action. But there is a need for reduction measures in its application, due to the
risks associated with contamination of water and the environment. The development
of controlled release systems appears as an alternative to minimize the application of
this herbicide. This work aimed at the preparation of glyphosate-containing Poly (-
caprolactone) (PCL) microspheres. These were characterized as to their
morphology, structure, physicochemical properties, and a bioassay was carried out
to evaluate their use in rice cultivation, in order to create a possible alternative for the
use of these herbicides in plantations. The PCL / glyphosate microspheres produced
by the multiple emulsion technique and solvent evaporation were in the form of solid
beads with mean sizes of 3 ym = 0.6 pm. It was possible to incorporate 9.3%
glyphosate in relation to the polymer mass in the formed particles, revealing an
efficiency of incorporation IE of 30.9%. From the techniques used to quantify the
incorporated glyphosate (UVvis, TGA and CHN), it can be stated that with the
increase of glyphosate concentration in the formulation there is an increase in its IE.
On the other hand, this increase leads to a decrease in the average size of the
microspheres. The release of the herbicide from the microspheres was evidenced by
bioassays, and in the assessment of the glyphosate release profile of the
microspheres, it can be seen that approximately 17% of the herbicide was released
into the medium, 0.01 M CaClz solution at room temperature, after 360 minutes of
testing. This study allowed to affirm that the theoretical model described by
Korsmeyer-Peppas is adequate to characterize the phenomenon of transport of
glyphosate release from the microspheres, revealing an anomalous transport not

governed by Fick diffusion.

Key-words: Bioassay, Release kinetics, Glyphosate, Microspheres, PCL.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento em ritmo acelerado da agricultura tem aumentado a
necessidade do uso de agrotoxicos. Nas Ultimas décadas, vérias alternativas foram
criadas no sentido de reduzir esta necessidade, uma vez que existem evidéncias de
que muitos estdo causando a resisténcia de algumas espécies de ervas daninhas,
gue se adaptam ap0s 0 uso excessivo e prolongado destes herbicidas (Amarante Jr
et al., 2002a; Moraes, Rossi, 2010).

O glifosato N-(fosfonometil)glicina, C3HsNOsP, é o principio ativo do herbicida
comercializado, desde 1974, como Roundup®. Este herbicida, passou a ser o mais
vendido no mundo a partir de 2003 (Machado, 2016). Este € o dado oficial mais
especifico sobre o glifosato, apresentado no relatério estatistico da Unido Europeia,
que apresenta o glifosato como o herbicida mais consumido, porém ndo divulga
quantidades, pois considera as informac¢des como confidenciais. E o mais utilizado e
estudado no mundo, devido principalmente ao seu amplo espectro de agéo e pelo
fato de apresentar elevada eficacia no controle de ervas daninhas. De acordo com
sua classificacao toxicolégica o herbicida é citado como pouco toxico, j& em relagcéo
ao potencial de periculosidade ambiental, € considerado um produto perigoso,
devido aos riscos associados a contaminacdo da agua e do meio ambiente
(Amarante Jr et al., 2002a; Silva et al., 2011). Dessa forma, existe a necessidade de
medidas de reducédo na aplicacédo do glifosato, e o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada surgem como uma alternativa que podem ser implementadas

na agricultura (Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013; Souza et al., 2012).

Estudos tém mostrado que embora a utilizacdo dos herbicidas na agricultura
ainda seja bastante alta, sabe-se que dependendo do método de aplicacdo e das

condic¢des climaticas, cerca de 90% dos herbicidas convencionalmente aplicados no
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campo nunca encontram seu objetivo principal, que é justamente, produzir a
resposta biolégica 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 destas
moléculas. Nos ultimos anos, a tecnologia de liberacdo controlada emergiu como
uma importante alternativa aos problemas que acompanham a eficiéncia, a
minimizagdo de impactos ambientais e a garantia do desenvolvimento sustentavel
(Grillo, 2011; Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013; Jiang et al., 2012; Liu et
al., 2012; Faria, 2016).

Neste trabalho, utilizou-se essa tecnologia de sistemas de liberagao
controlada, através da preparacdo de microesferas de poli(e-caprolactona) (PCL)
contendo glifosato utilizando a técnica de emulsédo/evaporacao do solvente. No caso
de herbicidas estes sistemas podem ser responsaveis pela reducdo na quantidade
de principio quimica necesséria para o controle de pragas, diminuicdo no risco de
poluicdo ambiental e reducdo na quantidade de energia empregada. Uma vez que
se reduz o numero de aplicacdes necessdrias comparadas as formulacbes
convencionais e aumento na seguranca das pessoas responsaveis pela aplicacédo
do produto no campo (Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013). A matriz que
carrega glifosato é degradada com o tempo por ser constituida de um polimero
biodegradéavel, liberando assim o herbicida aos poucos, sendo mais eficiente e
menos toxica, uma vez que podemos usar uma quantidade menor para conseguir 0
mesmo efeito, pois o herbicida ficar4 protegido de intempéries (Souza et al., 2012).
Dentro deste contexto, o presente estudo teve como objetivo a preparacdo de
microesferas de PCL contendo glifosato e sua caracterizagdo quanto as suas
caracteristicas morfoldgicas, estruturais e fisico-quimicas. Também foi avaliada a
eficiéncia de incorporacgéo do glifosato, a cinética de liberacdo do herbicida, e ainda,
quanto a eficiéncia agrondmica através de bioensaio de germinacdo de sementes de

arroz.

O ineditismo da tese destaca-se pela incorporacao do glifosato em matriz de
policaprolactona e seu estudo de liberagdo controlada na cultura do arroz, a fim de
criar uma possivel alternativa para o uso deste herbicida em plantacdes variadas, de

forma a minimizar os impactos ambientais e 0s riscos para a saude humana.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral desenvolver sistemas de liberacéo
controlada para o herbicida glifosato, através da preparacdo de microesferas de
Poli(e-caprolactona) (PCL) com glifosato, e a avaliacdo do seu uso no cultivo do
arroz.

2.1. Objetivos Especificos
Os objetivos especificos deste trabalho sdo descritos a seguir:

- Preparar microesferas de PCL com diferentes quantidades de glifosato;

- Avaliar as caracteristicas morfolégica, estrutural e as propriedades fisico-

guimicas das microesferas produzidas;

- Avaliar diferentes técnicas analiticas de quantificacdo do herbicida glifosato;

- Avaliar a cinética de liberacao do herbicida;

- Propor um mecanismo de liberacdo para o herbicida incorporado nas

microesferas de PCL;

- Avaliar o efeito das microesferas de PCL/glifosato em um bioensaio de

germinacao de sementes de arroz.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo trata sobre o estado da arte de particulas poliméricas usadas
para incorporar herbicidas, bem como, do herbicida em estudo, quanto suas

propriedades e aplicacdes.

3.1. Herbicidas

Os termos “agroquimico” e “agrotdxico”, assim como outros termos referentes
aos produtos quimicos utilizados nos cultivos agricolas com a finalidade de eliminar
as consideradas “pragas” ou “ervas daninhas” estdo, respectivamente, ligados a
posicoes valorativas diferentes com relagdo ao apoio ou ndo de sua utilizagdo. A
industria quimica prefere o termo “agroquimico” ou “defensivo agricola”, ou “produto
fitossanitario”, termos que dao uma conotacao positiva aos produtos. Grupos ligados
aos movimentos ambientalistas preferem o termo “agrotdxico” ou “veneno”, que sao
termos que dao uma conotacdo negativa destes mesmos produtos.
Internacionalmente o termo mais utilizado é pesticide (pesticida, em portugués),
porém no Brasil “pesticida” refere-se mais adequadamente ao produto que combate
0s insetos na agricultura. Portanto, em funcgéo da lei brasileira que trata das regras
nacionais para utilizacdo de produtos quimicos na producao rural, Lei 7.802/1989
(BRASIL, 1989), se referir ao produto como “agrotdéxico”, este termo sera utilizado
nesta tese quando tratarmos de forma geral sobre o conjunto das substancias
utilizadas para combater as “pragas” e “ervas daninhas” na agricultura. O termo
herbicida ser4 também utilizado quando nos referirmos aos produtos utilizados

especificamente para o combate a plantas “indesejadas” nos cultivos agricolas.
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O mercado brasileiro de agrotoxicos expandiu rapidamente na dltima década
(190%), num ritmo de crescimento maior que o dobro do apresentado pelo mercado
global (93%), o que coloca o Brasil em primeiro lugar no ranking mundial, desde
2008. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na safra
2010/2011, o consumo foi de 936 mil toneladas, movimentando US$ 8,5 bilhdes
entre dez empresas que controlam 75% deste mercado no pais. A liberacdo do
cultivo a partir de sementes transgénicas e sua difusdo nas areas agricultaveis estao
associadas ao aumento do consumo, tendo em vista 0 uso intenso de herbicidas,
responsaveis por 45% do volume consumido, seguidos pelos fungicidas (14%) e
inseticidas (12%) (Rigotto, Vasconcelos, Rocha, 2014).

Seguindo as previsdes divulgadas em dezembro de 2014, os dados do
SINDIVEG (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal)
confirmam uma queda nas vendas de defensivos agricolas no ano de 2015. O
balanco oficial de 2015 do setor registrou reducéao de 21,56% em relacdo a 2014,
totalizando US$ 9,6 bilh6es. A queda do setor no Brasil contribuiu muito para a
reducdo do mercado global, que registrou queda de 9,8%, totalizando US$ 54,6
bilhdes. E o primeiro ano em que o mercado global cai nesta década e p&e fim a um
periodo de crescimento de cinco anos (SINDIVEG, 2016). Em 2016, o setor de
defensivos agricolas apresentou recuo de 1% nas vendas, atingindo US$ 9,56
bilhdes, contra US$ 9,6 bilh6es em 2015 (SINDIVEG, 2017).

E dificil encontrar dados confiaveis sobre o consumo de agrotéxicos, mais
especificamente de glifosato, no Brasil. Os dados passaram a ser compilados por
orgdos publicos na sua grande maioria a partir de 2005. O SINDIVEG, que
representa as industrias produtoras de agrotoxicos, nao fornece dados de produtos

especificos (Machado, 2016).
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Os herbicidas sdo substancias quimicas utilizadas na agricultura para o
controle de ervas classificadas como daninhas e possui como vantagem a rapidez
de acgdao, custo reduzido, efeito residual e ndo revolvimento do solo. A presenca de
ervas daninhas no cultivo pode causar diversos problemas para a producédo agricola,
como por exemplo, impedir ou alterar a disponibilidade de nutriente, agua e luz das
plantas cultivadas, liberar substancias através das raizes e folhas, que sédo toxicas
para as culturas. Uma vez que inibem ou dificultam a germinacéo, crescimento ou
desenvolvimento das plantas nas proximidades, criar um habitat favoravel para a
proliferacdo de outras pragas, agindo como um hospedeiro, impedir 0 processo
normal de colheita podendo contaminar a producdo obtida. E ainda, dados
estatisticos mostram que cerca de 20-30% do custo de producdo de uma lavoura se
deve aos gastos no controle das plantas daninhas. Com isso, as perdas agricolas
podem ter um profundo efeito sobre a economia mundial em termos de reducéo da
produtividade, elevacdo do custo de producdo e a baixa qualidade, justificando
assim a necessidade do uso, ainda que, controlado destes produtos (Grillo, 2011;
Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013).

Os herbicidas podem ser aplicados ao solo em trés momentos distintos, antes
do plantio da cultura (pré-plantio), antes da emergéncia (pré-emergéncia) e apés a
emergéncia (pds-emergéncia) e podem ser classificados quanto: ao seu mecanismo
de acdo (inibidores da fotossintese, inibidores da divisdo celular, inibidores de
lipideos, inibidores de carotenoides, etc.), quanto a sua estrutura quimica
(triazinicos, piridinicos, aménio quaternario, tiocarbamatos, etc.), seletividade, entre
outros. Os herbicidas seletivos sdo utilizados para matar apenas ervas daninhas,
sem prejudicar a cultura de um modo geral, j& os herbicidas ndo seletivos tém o
propésito de matar toda a vegetacdo, deixando assim, o campo pronto para um
novo plantio. Embora existam diversas classificacdes nenhuma delas €

completamente adequada, porém € necessario diferencia-los com o objetivo de

minimizar custos no plantio, prevenir o aparecimento de plantas daninhas
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resistentes aos herbicidas e a preocupacdo quanto ao destino destas moléculas no
solo e no ambiente. (Grillo, 2011; Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013).

Dentre as classes de herbicidas utilizados na agricultura, os triazinicos sédo os
responsaveis por 30% da producdo mundial e consequentemente sdo um dos
compostos mais encontrados nas aguas superficiais e subterraneas, sendo alvo de
vérios estudos (Grillo, 2011; Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013). Tendo
em vista a importancia do tema relacionado ao cultivo de espécies resistentes ao
glifosato (Oliveira Jr et al., 2011; Liu et al., 2012), surgem novos estudos voltados

para este herbicida.

3.1.1. Glifosato

O ROUNDUP WG granulado dispersivel, com 72% do equivalente acido de
N-(fosfonometil)glicina (Glifosato), CsHsNOsP, comercializado pela empresa
Monsanto do Brasil LTDA, € um herbicida néo seletivo de acao sistémica do grupo
quimico glicina substituida, cuja estrutura € mostrada na Figura 3.1. Devido a
limitada solubilidade do acido na agua (12.000 ppm a 25 °C), os sais mais solluveis
do acido sao preferidos para as formulacdes. O termo glifosato é geralmente
utilizado para indicar tanto o acido como seus sais, pois é reconhecido que eles séo

biologicamente equivalentes (Yamada, Castro, 2007).

100
HO

Figura 3.1. Estrutura quimica do Glifosato.

Fonte: do Autor, 2017.
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Segundo a ficha técnica do ROUNDUP WG é recomendado para dessecacao
e controle em pods-emergéncia de plantas infestantes nas seguintes culturas:
algodao, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-acucar, citros, maca, milho,
nectarina, pastagens, péra, péssego, soja, trigo e uva. E ainda, para aplicagdo em
area total em pré-plantio!, sistema de plantio direto para as culturas de algodéo,
arroz, cana-de-actcar, milho, pastagens, soja e trigo e, em &rea de pousio?
antecedendo o plantio de algodao, arroz, cana-de-acucar, milho, pastagens, soja e
trigo. Sendo que, o herbicida € seletivo somente quando aplicado sobre as
variedades geneticamente modificadas, tolerante ao glifosato (ROUNDUP WG,

2014).

O intervalo de seguranca para a cultura da soja ndo € determinado quando o
agrotoxico for aplicado em pds-emergéncia das plantas infestantes e pré-
emergéncia da cultura. O intervalo de seguranca para a cultura da soja
geneticamente modificada, que expressa resisténcia ao glifosato € de 56 dias,
quando o agrotéxico for aplicado em pés-emergéncia das plantas infestantes e da
cultura. No caso da cultura de arroz o intervalo de seguranca ndo é determinado
devido a modalidade de emprego (ROUNDUP WG, 2014).

O ¢lifosato atua em poOs-emergéncia, considerado sem atividade em pré-
emergéncia devido a intensa sor¢cdo ao solo. Uma vez que é fortemente sorvido,
torna-se ndo disponivel para absorcdo pelas plantas, sendo a degradacao
microbiana a principal rota de decomposi¢do do glifosato no solo (Oliveira Jr et al.,

2011). E considerado um potente herbicida sistémico, ndo seletivo em funcdo do

1 pré-plantio da cultura e pés-emergéncia das plantas infestantes (ROUNDUP WG, 2014).

2 nome que se da ao descanso ou repouso proporcionado as terras cultivaveis (ROUNDUP WG,

2014).
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amplo espectro (Jiang et al., 2012; Liu et al., 2012; Oliveira Jr et al., 2011), capaz de
controlar efetivamente 76 das 78 plantas invasoras mais agressivas (Yamada,
Castro, 2007), através da inibicho da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPs), embora atualmente possa ser considerado seletivo para as

culturas geneticamente modificadas (GM) (Oliveira Jr et al., 2011).

Com o advento das plantas transgénicas, o glifosato passou a ser uma opg¢éo
para o controle seletivo de plantas daninhas para espécies geneticamente
modificadas para tolerancia ao glifosato, primeiramente com a soja Roundup Ready,
posteriormente as culturas de milho e algodado no Brasil, e no Rio Grande do Sul
também na cultura de arroz. O mecanismo de acdo do glifosato ocorre através da
inibicdo da enzima EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfatosintase), necessaria
para sintese de aminoacidos aromaticos, o local de aplicacéo ideal deste herbicida
sdo as folhas e partes aéreas das plantas. Os sintomas aparecem de 5 a 10 dias
apos a aplicacdo, que deve ser realizada na planta em condicbes de transporte
(Oliveira Jr et al., 2011). No solo o glifosato pode ser adsorvido, dessorvido e
degradado, apresentando um tempo de meia vida de dissipacéo entre 14,5 e 25,8

dias e meia-vida de mineralizagdo entre 252,6 e 282,1 dias (Yamada, Castro, 2007).

Estudos observaram que a germinacdo de sementes de trigo, milho e soja
plantadas em areia é pouco afetada pela dose de glifosato, o oposto ocorrendo com
o crescimento, que ficou bastante reduzido. Na pratica, € dificil que estes efeitos
possam se repetir, principalmente em solos com textura média ou argilosa e com
altos teores de matéria organica. Contudo, isto poderia ocorrer nos solos mais
arenosos, com a semeadura feita logo ap6s a dessecacdo da cobertura com o
glifosato, acarretando em uma série de efeitos no metabolismo secundario das
plantas, tais como: na sintese do acido indolilacético (IAA), na sintese do etileno, na
sintese de compostos fendlicos, na sintese de aminoacidos e de proteinas, na
ultraestrutura celular, na permeabilidade de membranas, na sintese de clorofila, na
fotossintese, respiracdo e transpiracdo, na germinacdo de sementes e

desenvolvimento das plantas, entre outras mais. (Yamada, Castro, 2007).



27

De acordo com sua classificacéo toxicologica o herbicida é citado como pouco
toxico, ja em relagdo ao potencial de periculosidade ambiental, € considerado um
produto perigoso, devido aos riscos associados a contaminagcdo da agua e do meio
ambiente (Amarante Jr et al., 2002a; Silva et al.,, 2011). Existe a necessidade de
medidas de reducdo na aplicacdo do glifosato, e o desenvolvimento de formulas de
liberacdo controlada surgem como uma alternativa para minimizar a aplicacédo deste
herbicida, que devem ser desenvolvidas e podem ser implementadas na agricultura
(Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013; Souza et al., 2012; Jiang et al., 2012;
Liu et al., 2012).

3.2. Liberagéo controlada de herbicidas

Estudos tém mostrado que embora a utilizacdo dos herbicidas na agricultura
ainda seja bastante alta, sabe-se que dependendo do método de aplicacdo e das
condicBes climaticas, cerca de 90% dos herbicidas convencionalmente aplicados no
campo nunca encontram seu objetivo principal, que é justamente, produzir a
resposta biolégica 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. Nos ultimos anos, a tecnologia de liberacdo controlada (ou
modificada) emergiu como uma importante alternativa aos problemas que
acompanham a eficiéncia, a minimizacdo de impactos ambientais e a garantia do
desenvolvimento sustentavel (Grillo, 2011; Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto,

2013; Jiang et al., 2012; Liu et al., 2012).

7

O termo liberacdo controlada € 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,

alimenticia, mas também ja existem relatos de utilizacdo visando aplicacbes



28

agricolas (Grillo, 2011; Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013; Jiang et al.,
2012; Liu et al., 2012).

A Figura 3.2 apresenta as diferencas entre o sistema convencional e de
liberacdo controlada para os herbicidas. No sistema convencional as varias
aplicacoes do herbicida podem fazer com que se ultrapasse a concentracdo maxima
segura do composto, enquanto para a formulagéo de liberagéo controlada, isto pode
nao ser observado. Além deste fator citado acima, os sistemas de liberacéo
controlada podem levar a diversas vantagens como: reducdo na quantidade de
substancia quimica necessaria para o controle de pragas; diminuicdo no risco de
contaminacao ambiental; reducdo na quantidade de energia necessaria, uma vez
gue se reduz o numero de aplicacbes necessarias comparadas as formulacdes
convencionais; aumento na seguranca das pessoas responsaveis pela aplicacdo do
produto no campo (Grillo, 2011).

Sistema de Liberagdo Controlada

A

I _, Sistema Convencional

-

N ]~ Faixa eficaz

Concentragédo

Tempo apos aplicagédo
Figura 3.2. Representacdo esquematica de um sistema convencional para aplicacdo de herbicidas e
representacdo de um sistema de liberacdo controlada.

Fonte: Adaptado de Grillo, 2011.

Considerando alguns trabalhos que produziram sistemas de liberacéo
controlada (Grillo, 2011, Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013; Souza et al.,

2012) e na utlizacdo em larga escala de herbicidas no mundo, o seu uso na
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agricultura na forma de microesferas para liberacdo controlada pode ser
interessante e bastante promissor, tanto do ponto de vista ecologico, como

econdmico.

3.2.1. Microparticulas

Na tecnologia associada a modificacdo da liberacdo de principios ativos,
como farmacos, agrotoxicos, corantes, aromatizantes, 0s sistemas matriciais
poliméricos sdo amplamente aplicados na forma de microparticulas. Dentre os
sistemas carreadores de substancias ativas, as microparticulas preparadas a partir
de polimeros biodegradaveis ocupam posicdo de destaque. A obtencdo desses
sistemas, com diametro de particula em escala micrométrica, constitui-se em uma
estratégia interessante na area de formulacdo farmacéutica, bem como, nas
induUstrias de alimentos, cosméticos, pigmentos, adesivos, controle de poluicdo para
tecnologia ambiental, entre outras (Suave et al., 2006; Duran et al, 2006; Rao,
Geckler, 2011; Pohlmann et al., 2015). As vantagens da utilizacdo de
microparticulas incluem a liberacdo controlada e/ou prolongada da substancia nelas
incorporadas, a reducéo de efeitos adversos associados a substancia, a protecdo de
compostos antes de atingirem o local de acado, entre outros (Santos, Fialho, 2007;
Grillo, Rosa, Fraceto, 2013).

De acordo com o seu tamanho, as particulas poliméricas séo classificadas
sendo considerada microparticula as particulas que possuem diametro entre 2 e 50
um e podem ter uma substancia encapsulada ou ligada em sua matriz (Cunha,
2012). Sendo este termo geral, que abrange as microcipsulas e as microesferas,
esses dois sistemas diferem entre si segundo a composicdo, pela presenca ou
auséncia de 6leo em suas formulagdes, e organizacéo estrutural (Melo et al., 2010;
Oliveira, 2009; Santos, Fialho, 2007; Durén et al., 2006; Schaffazick et al., 2003;
Rao, Geckeler, 2011).



30

Microesferas (Figura 3.3a) séo particulas constituidas de uma matriz polimérica
densa, cuja massa interna é solida e possibilita a adsorcdo de moléculas na sua
superficie ou encapsuladas em seu interior. Em geral, estas particulas sao esféricas,
mas ha ocorréncia na literatura de particulas descritas com forma néo esférica (Rao,
Geckeler, 2011). As microcapsulas séo sistemas vesiculares que agem como um
reservatorio, em que substancias bioativas sdo armazenadas no seu interior liquido
(agua ou 0leo) ficando rodeadas por um material sélido (Grillo, 2011; Grillo et al.,
2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013). Nas microcapsulas (Figura 3.3b) os agentes
ativos estardo distribuidos no nucleo, ou seja, encapsulados em sua cavidade, ou
adsorvidos na parede polimérica enquanto que nas microesferas os agentes ativos
podem encontrar-se retidos ou molecularmente dispersos na matriz (Schaffazick et
al., 2003; Cunha, 2012; Pohlmann et al., 2015).

Figura 3.3. Representacdo esquematica em 3 D: a) microcépsulas e b) microesferas.
Fonte: Adaptado de Pohimann et al., 2015.

As microparticulas poliméricas podem ser preparadas a partir de polimeros
pré-formados ou pela polimerizag&o in situ de monémeros. A escolha do método de
preparo é feita com base em varios fatores, compreendendo o tipo de polimero
usado, local da utilizacdo das particulas, tamanho desejado, entre outros (Rao,
Geckeler, 2011).
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3.2.2. Métodos de nano e microencapsulacao

Muitas das tecnologias desenvolvidas atualmente envolvem a micro e
nanobiotecnologia, dentre elas, os sistemas carreadores micro e nanoestruturados
poliméricos. Estes sistemas agem como compartimentos transportadores de
substancias bioativas, que apresentam a capacidade de alterar as propriedades
fisico-quimicas dos compostos a eles incorporados (Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa,
Fraceto, 2013).

Existem estudos que apontam que as mesmas propriedades que tornam 0s
nanomateriais tdo atrativos, como tamanho nanométrico, forma variada e alta area
superficial, podem também ser responsaveis por desequilibrios ambientais e efeitos
NOCIivos aos organismos vivos e ao homem. Os nanomateriais depois de produzidos
sdo descartados sem um prévio conhecimento dos seus possiveis efeitos toxicos. O
amplo desenvolvimento e aplicagdes de diferentes sistemas nanoparticulados tém
provocado uma grande discussao acerca dos riscos potenciais desses compostos a
saude humana e ao ambiente. Apesar dos grandes esfor¢cos no estudo da interacao
de nanoparticulas com sistemas biolégicos, ainda se sabe pouco sobre a
biodisponibilidade, biodegradabilidade e toxicidade dos nanomateriais nos diferentes
sistemas. Como ainda ndo ha padronizacdo internacional quanto a toxicidade das
nanoparticulas em relacdo ao tamanho, os estudos de nanotoxicologia ainda sdo
muito controversos na literatura e variam de acordo com o tipo celular estudado (em
testes in vitro), o tipo de revestimento da nanoparticula e, principalmente, com o
tamanho (Foldbjerg et al., 2011; Oberdoérster et al., 2005; Nogueira et al., 2013).

Diferentes métodos sdo encontrados para o preparo de microparticulas
poliméricas, os quais permitem a modulacdo da sua estrutura, da sua composicao e
das suas propriedades fisiologicas. A escolha do método de preparo depende do
polimero e da solubilidade do agente ativo a ser encapsulado. Estes métodos
podem ser classificados em duas categorias principais, sendo elas a polimerizacéo

de mondmeros e a utilizacdo de polimeros pré- formados (Santos, Fialho, 2007).



32

Para avaliar criticamente as opc¢des, cada método deve ser considerado em
termos de quao facil ele pode ser para a producdo, para o impacto na qualidade do
principio ativo, para a biodisponibilidade e para a toxicidade (Santos, Fialho, 2007).
O método ideal de microencapsulagcdo deve ser simples, reprodutivel, rapido e facil

de transpor a escala industrial (Kissel et al., 2006).

O meétodo de polimerizacdo in situ envolve a formacdo do polimero no
momento da preparacao das microparticulas e podem ser obtidos por polimerizacéo
em emulsdo ou polimerizacéo interfacial. As limitacdes desses métodos envolvem a
exigéncia de solventes organicos toxicos para o preparo e a dificuldade de
purificacdo, levando a presenca de moléculas residuais téxicas (mondmeros)
decorrentes da polimerizacédo deficiente. Devido a estas limitacdes, foi proposto o
uso de polimeros pré-formados para o preparo das particulas, sendo estes os mais
utilizados atualmente. Os métodos baseados em polimeros pré-formados mais
utilizados sado: nanoprecipitacdo, deposicdo interfacial de polimero pré-formado,
emulsificacao/difusdo do solvente, emulsificacdo/evaporacdo do solvente e dupla

emulsificacdo ou multipla emulsificacdo (Silva et al., 2010b; Schaffazick et al., 2003).

Holz (2012) preparou micro e nanoesferas de poli(latico-co-glicélico) (PLGA)
contendo mentol a partir da técnica de emulsificacdo seguida de evaporagdo do
solvente, que tem sido frequentemente empregada, tendo em vista a simplicidade

dos procedimentos envolvidos na obtencdo das particulas (Gonnet et al., 2010).

As microesferas de PCL podem ser preparadas por técnicas mais simples por
meio de emulsificacdo de solu¢cdes ou por técnicas mais complexas como a dialise.
Os parametros de cada técnica precisam ser controlados para se obter esferas
estaveis, com carga elétrica e solubilidade adequadas e com a menor dispersdo de
diametro. Esses fatores sdo importantes, pois irdo determinar o direcionamento da

droga no organismo, o tipo de interagao celular e a sua taxa de liberacdo (Dash,
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Konkimalla, 2012). As técnicas de emulsdo envolvem o uso de um surfactante como
estabilizador das esferas e solventes para a dissolucdo do polimero e do principio
ativo. Pode ser utilizada para preparar nanoesferas ou microesferas. Na emulsao
simples, o principio ativo e o polimero sdo dissolvidos em solvente organico e a
solucdo resultante é despejada sobre o surfactante aquoso, sob forte agitacdo
constante para a formacédo de emulsdo agua/dleo (A/O). Na emulsdo complexa, 0
principio ativo é dissolvido em meio aquoso e adicionado a solucdo de polimero
dissolvido sob agitacdo. A emulsdo resultante dessa etapa € entdo adicionada a
solucdo aquosa do surfactante também sob agitagcdo, gerando emulséo,
agua/dleo/agua (A/O/A). Em ambas as solucbes a agitacdo permanece constante
até a evaporacao total do solvente. As esferas produzidas por essas técnicas podem
apresentar diametro nanométrico em torno de 100 — 300 nm ou micrométrico em
torno 3 — 300 um com morfologia esférica e superficie lisa. A capacidade de
incorporacdo varia de 2 a 96 %. O tamanho pode ser controlado pela agitacao,
concentracdo do solvente e do surfactante. As emulsbes A/O sao adequadas
apenas para a incorporacao de drogas lipofilicas, enquanto que as emulsées A/O/A
sdo adequadas para incorporacdo de drogas lipofilicas ou hidrofilicas. A
desvantagem desse método é o residuo de solvente que pode permanecer apis o

processamento das esferas (Dash, Konkimalla, 2012; Cunha, 2012).

Através da técnica de emulsdo complexa (dupla emulsificacdo ou emulséo
multipla), Cunha (2012) obteve microesferas biorreabsorviveis de PCL com estrutura
estrelada com uma faixa de didmetro 1,9 a 47,4 um, que apresentaram formato
esférico, sendo que tanto a morfologia quanto o diametro aproximado foram obtidos

pelas micrografias no Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV).

3.2.3. Poli(e-caprolactona)

Estudos relatam que dentre os polimeros biodegradaveis mais utilizados para

liberacdo de ativos, como o poli(latico-co-glicélico) (PLGA), poliglicolico (PGA),
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poli(lactideo) (PLA) e seus copolimeros, o PCL é o que possui a capacidade de
agrupar mais funcbes quimicas em sua estrutura, por isto que € empregado
extensivamente em sistemas de liberacdo controlada. Grillo (2011) relata que os
perfis de liberacdo foram integrados e os valores de eficiéncia de liberacdo das
formulagBes de nanocapsulas com os herbicidas triazinicos: atrazina, ametrina e
simazina, foram calculados e observou-se valores de 56,5%, 47,2% e 18,7%,

respectivamente, quando associados ao PCL.

O PCL é um poliéster alifatico linear biodegradavel (Figura 3.4) que apresenta
um carater semicristalino, tenaz e flexivel, (Campos, Marconato, Franchetti, 2010;
Roa et al., 2010), sendo um dos polimeros sintéticos mais estudados no mundo uma
vez que € aprovado pela Food and Drug Administration (FDA). Polimeros
biodegradaveis sintéticos como o PCL vem sendo estudados e utilizados para novas
aplicagcbes em diversos materiais devido as suas propriedades de resisténcia a
agua, onde uma de suas principais aplicacdes € o desenvolvimento de sistemas de
encapsulamento e liberacdo controlada de farmacos (Mohamed, Gordon, Biresaw,
2007). A degradacdo do PCL é muito lenta, dependendo de sua massa molar,
podendo chegar aos 3 anos, devido a sua cristalinidade e hidrofobicidade, e por isso
€ indicada também para implantes de longa duracédo (Tavares, 2011). Acredita-se
que, no solo, enzimas extracelulares sejam as responsaveis por quebrar as
extensas cadeias de PCL antes que os microorganismos tenham a capacidade de
assimilar o polimero (Rosa, Penteado, Calil, 2000).
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Figura 3.4. Cadeia Principal da Poli(e-caprolactona).

Fonte: do Autor, 2017.
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Do ponto de vista das suas caracteristicas fisico-quimicas o PCL tem uma
baixa temperatura de transicao vitrea (Tg) em torno de - 60 °C e uma temperatura de
fusdo (Tm) de 55 °C, apresentando boas propriedades mecéanicas e grande potencial
para uso como biomaterial. Uma vez que sua biocompatibilidade permite aplicacbes
nos campos biomédico e farmacéutico, por exemplo, sua alta permeabilidade a
drogas tem permitido testes em sistemas de liberacdo controlada de farmacos.
Estas propriedades devem-se ao fato de possuir cadeias de carbono muito extensas
e de pouca mobilidade (Cunha, 2012; Tavares, 2011; Campos, Marconato,
Franchetti, 2010; Roa et al., 2010).

3.3. Avaliacao da eficiéncia de incorporacao

A determinacdo quantitativa do glifosato pode ser feita por varios métodos,
dentre eles destacam-se a Cromatografia Gasosa (CG), a eletroforese, titulacbes
oscilopolarogréficas, mas a técnica mais frequente é Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC) (Silva, Pezza, Pezza, 2012; Amarante Jr et al., 2002b). Séo
muitas as dificuldades de se determinar o herbicida glifosato por essa técnica,
devido ao seu carater anfétero, baixa massa e falta de grupos quimicos que possam
facilitar a sua deteccdo, contudo a maioria dos métodos desenvolvidos até agora
empregaram a derivatizacdo em pré-coluna ou pés-coluna para formar fluorescentes
derivados e/ou para reduzir o carater polar do analito, facilitando sua retencéo
cromatografica (Botero-Coy et al., 2013). A dificuldade de quantificar o glifosato em
tempo adequado, associado ao laborioso método de andlise, e considerado
situacdes de andlise com solucbes contendo somente glifosato, levou a método de
andlise quantitativa via espectrofotométrica. Este método, faz uso da solucdo de
ninidrina, como agente revelador de cor (purpura), e possui como vantagem o fato
de ser direto e simples, e ainda, pode ser considerado um procedimento mais limpo,
uma vez, que utiliza poucos reagentes. Trata-se de uma técnica aplicada a
determinacdo de aminoacidos, que foi adaptado para o glifosato (Bhaskara,
Nagaraja, 2006; Mattos, 2008; Silva et al., 2011; Silva, 2012).
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O interessante é que ndo existem muitos trabalhos que utilizaram essa técnica,
principalmente para avaliacdo de tal herbicida em estudos de liberagdo controlada e
incorporacao do glifosato em microesferas. E ainda, existem poucos trabalhos que
preparam microesferas de glifosato (Liu et al., 2012), provavelmente devido as
dificuldades comentadas anteriormente. Contudo, existem muitos trabalhos com
micro e nanoparticulas de herbicidas triazinicos, com técnicas de deteccao
renomadas (Grillo, 2011, Grillo et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto, 2013; Souza et al.,
2012).

Grillo e colaboradores (2011, 2012, 2013) introduziram uma nova abordagem
tecnologica de sistemas de liberacdo controlada para herbicidas triazinicos,
preparando e caracterizando nanocapsulas obtidas do polimero biodegradavel PCL.
Os herbicidas triazinicos escolhidos foram ametrina, atrazina e simazina devido a
sua ampla utilizacdo em plantacbes de cana-de-acucar e milho no Brasil. As
nanocapsulas foram preparadas pelo método deposicao interfacial de polimero e a
eficiéncia de encapsulacdo dos herbicidas nas nanocapsulas de PCL apresentou

valores compreendidos entre 64% e 98% (m/m).

Farago e colaboradores (2008), obtiveram microesferas de polimero (PHBV)
de 10,21+1,8 um de didmetro a partir da técnica de dupla emulsificacdo seguida de
evaporacao do solvente, com valores de eficiéncia de encapsulamento que variaram
de 0,85% a 9,76%, sendo que estes valores foram considerados apropriados, para o
encapsulamento de pequenos farmacos sollveis em agua. Cruz e colaboradores
(2009) produziram microesferas biorreabsorviveis de PCL com estrutura estrelada
de 11,7+ 2 um de didmetro, com cargas de farmaco em torno de 16%, e obtiveram

eficiéncia de encapsulacdo mais elevada em torno de 85%.

Segundo trabalho de Tang, Cheng, Ma (2006) a eficiéncia do processo de
encapsulamento em particulas, pode ser calculada através de analise
termogravimétrica (TGA). A eficiencia do processo de encapsulamento foi

determinada através da perda de massa das nanoparticulas de compdsito com
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oxido de zinco (ZnO), comparada a do polimero puro quando aquecidas a 700 °C.
Estes autores calcularam a eficiéncia de encapsulamento através da analise das
curvas de TGA (Figura 3.5) que apresentou a perda de massa das particulas por
decomposicédo térmica (Figura 3.5a) e do polimero puro (Figura 3.5b), onde a

diferenca (aproximadamente 30%) foi de ZnO foi encapsulado na particula.
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Figura 3.5. As curvas de perda de massa de particulas compdésitos (a) e polimero puro (b).

Fonte: Tang, Cheng, Ma, 2006.

3.4. Avaliacao da liberacdo do agente ativo (cinética de liberacao)

A liberacdo do agente ativo pode ocorrer pela erosdo da matriz devido ao
processo de biodegradacao, porém como o PCL degrada lentamente € mais comum
ocorrer a liberacdo do agente através de sua matriz polimérica por difuséo.
Geralmente a cinética de liberacdo € formada pelo pico inicial (burst) devido a
presenca do agente ativo na superficie do sistema carreador. Em seguida a
liberacdo prossegue a uma taxa constante por um determinado periodo, que ira
variar de acordo com a massa molecular do polimero ou com a capacidade de

incorporacdo das esferas, que pode ser controlada pelo método de preparagédo e
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pela concentracdo do polimero, do solvente e do surfactante (Dash, Konkimalla,
2012).

A avaliacdo da liberacdo de agentes ativos pode ser feita por modelagem
tedrica. Por exemplo, a benzocaina, um anestésico, foi encapsulada com poli (4cido
lactico) (PLA), onde o modelo tedrico descrito por Korsmeyer-Peppas para liberacao
de farmacos de sistemas poliméricos foi utilizado para modelar este sistema (Melo
et al., 2010). O modelo leva em consideracdo que o mecanismo de liberacdo do
farmaco ndo segue a lei de Fick e segue um comportamento anémalo descrito pela

Equacéo (3.1):

Mt
M

0

kt" 3.1)

Onde:

M é quantidade de farmaco liberada em um determinado tempo t;
M- € a quantidade de farmaco liberada em um tempo infinito;
k é a constante cinética de liberacgéao;

n € o expoente de liberacao.

O valor de n é relacionado com a forma geométrica (esféricos ou nao
esféricos) do sistema de liberagdo e determina o mecanismo de liberagdo. Entdo, n
= 0,45 esta relacionado com processos controlados por difusdo de Fick, ou seja, o
fluxo de massa de um componente € proporcional ao gradiente de concentracéo
(Pitts, Sissom, 1981); 0,45 < n < 1,0 indicam um transporte an6malo ndo Fickniano,
pois 0 mecanismo para a liberacdo de farmacos de nanoparticulas (como as
nanocapsulas) é determinado por diferentes fendbmenos fisico-quimicos. Sistemas

de liberacéo porosos podem apresentar valores de n<0,45, devido a combinacéo de
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processos de difusdo através da matriz polimérica e difuséo parcial através de poros

preenchidos com agua no interior da matriz polimérica (Melo et al., 2010).

Segundo Avila e colaboradores (2009), para sistemas esféricos, n=0,43,
indica que o mecanismo de liberacdo é dependente da difusdo do ativo, seguindo a
segunda Lei de Fick®. Se n=0,85, a liberacdo da substancia é controlada pela acédo
do solvente na matriz, seguindo o modelo de cinética de ordem zero. Para valores
intermediarios de “n”, a difusdo é dita andbmala, e o0 mecanismo de liberagao

corresponde a difusdo do ativo através da matriz.

A andlise do perfil de liberagcdo da benzocaina (BZC) livre e associada as
nanocapsulas esta apresentada na Figura 3.6 e pode-se observar que 85% da BZC
livre foi liberada em 330 mim, e apenas 45% da BZC associada as nanocapsulas foi

liberada no mesmo periodo (Melo et al., 2010).
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Figura 3.6. Liberacao cumulativa da BZC (%) em solucéo e em suspensao de nanocapsulas de PLA

Fonte: Melo et al., 2010.

8 Leis de Fick correspondem as equacdes de transporte de massa por difusao.



40

Através da linearizacdo da Equacéo (3.1) do modelo de Korsmeyer-Peppas,

obtém-se a Equacao (3.2):

In M, =Ink +nlint (3.2)
M

0

E da construcdo do grafico de In M/M- em funcédo de In t (Figura 3.7), que
fornece o expoente de liberacao (n) e a constante de liberacdo (k). Sendo que n € o
coeficiente angular da reta e In k o coeficiente linear, obteve-se um R? = 0,989, k=
0,0016 min™ (constante da taxa de liberac&o), n = 0,95 (expoente de liberacio),
logo a BZC ¢é liberada pelo transporte an6malo ndo governado pela difusao de Fick.
A liberacdo da benzocaina associada as nanocapsulas pode ser bem representada
pela Equacéo (3.3) (Melo et al., 2010):

M
0,95
—L =0,0016t (3.3)
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Figura 3.7. Grafico de In Mt/ M« em func¢ao do In t, de acordo com o modelo de Korsmeyer-Peppas

Fonte: Melo et al., 2010.
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Portanto, a avaliacdo da liberacdo da benzocaina pode ser representada pela
equacao descrita por Korsmeyer-Peppas para liberacdo de farmacos de sistemas
poliméricos. A equacao utilizada para modelar a liberacdo da BZC considera que o
fendmeno ocorre pelo transporte andmalo, ndo governado pela difusdo de Fick
(Melo et al., 2010).

Em estudos realizados com herbicidas, o perfil de cinética de liberacdo do
herbicida livre, também, mostrou-se mais rapido, quando comparado com o
herbicida associado as nanocapsulas preparadas de herbicidas triazinicos. As
suspensdes coloidais de nanocapsulas apresentaram tamanho médio entre 200-300
nm e as analises microscopicas revelaram uma morfologia esférica, densa e sem
agregados. Os espectros de infravermelho das nanocapsulas de PCL contendo
herbicidas triazinicos, ndo apresentaram bandas relacionadas aos herbicidas,
evidenciando uma interacdo entre o composto bioativo e a nanoparticula (Grillo,
2011, Grilo et al., 2012; Grilo et al., 2013; Souza et al., 2012).

Em trabalho de Grillo e colaboradores (2012), a analise do perfil de liberacao
para nanocapsulas de herbicidas tiaziicos utilizando o modelo de Korsmeyer
Peppas, mostrou que o herbicida é liberado destas por um processo de transporte
governado por processos cinéticos ndo Fickiniano, uma vez que apresentaram um

expoente de liberacdo de 0,87 para a simazina e de 0,99 para a ametrina.

Silva e colaboradores (2010b) estudaram nanoparticulas de alginato contendo
clomazone, obtidas pela técnica de dupla emulsificacdo, apresentando
caracteristicas de sistemas coloidais nhanométricos. Os resultados mostraram uma
boa eficiéncia de associacdo do herbicida nas particulas, onde valores de 89,8 e de
59,1%, foram alcancados. Pela andlise da Figura 3.8 observa-se que 70 + 4% do
clomazone foi liberado em um periodo de tempo de 240 min. Quando associado as
matrizes poliméricas das nanoparticulas de alginato/quitosana (AG/QS) e

alginato/sodio bis(2-etil-hexil) sulfossuccinato (surfactante) (AG/AOT), os valores
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maximos em porcentagem de liberagdo do clomazone (no mesmo periodo de
tempo), foram de 50 + 2% e 20 + 0,9%, respectivamente. Indicando que a
associacdo do herbicida as nanoparticulas alterou o tempo de liberagdo, fazendo
com que o clomazone seja liberado mais lentamente. A analise do perfil de liberacao
utilizando o modelo de Korsmeyer Peppas mostrou que o clomazone é liberado por

um processo de transporte governado por processos cinéticos nao Fickiniano.
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Figura 3.8. Curva de liberacdo do clomazone associado as nanopatrticulas de AG/QS e AG/AOT

Fonte: Silva et al., 2010b.

3.5. Bioensaios com sementes

A utilizacdo de herbicidas com formulacdes de liberacdo controlada podera
ser uma ferramenta importante para reduzir problemas de lixiviagdo e garantir a
eficacia desses produtos. A soja geneticamente modificada (GM) tolerante ao
glifosato € uma opcao favoravel ao plantio direto, que possibilita redu¢do no uso de
herbicidas, flexibilidade no controle de plantas daninhas, menor impacto ambiental e

potencial incremento em produtividade e rentabilidade da lavoura de soja. E
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presumivel que a verificacdo de cultivares quanto a transgenia venha fazer parte
desses padrdes, tendo em vista a liberacdo do plantio de soja GM e a exigéncia de
pureza genética. No que se refere a soja GM tolerante ao glifosato, os bioensaios
constituem uma alternativa pratica e eficiente para deteccdo de sementes de soja
GM (Pereira et al., 2009; Funguetto et al., 2004; Miranda et al., 2005; Mendonca et
al., 2014).

Entre os bioensaios, que apresentam bons resultados para identificacdo de
sementes tolerantes, podem ser citados: germinacdo seguida de aplicacdo do
herbicida sobre as plantas; pulverizacdo foliar com glifosato pés-germinacao;
umedecimento do substrato de germinacdo com solucéo do herbicida; identificacéo
com base na atividade de enzimas; imersdo de sementes em solucdo do herbicida;
pré-embebicdo de sementes em substrato umedecido com glifosato; emergéncia da
plantula®* em areia, seguida de aplicacdo do herbicida; e, deteccdo em sistema
hidropbnico. A utilizacdo desses métodos na deteccdo de sementes de soja
convencional em lotes de soja GM, leva ao questionamento em relacdo a eficiéncia
dos bioensaios. O produtor que opta por cultivar a soja tolerante ao herbicida, mas
deseja antes investigar a pureza genética do lote de sementes adquirido. Caso o
lote contenha sementes de soja convencional sensivel ao herbicida, parte de sua
lavoura seria perdida sob a aplicacdo do glifosato na pos-emergéncia. Ajustar
metodologias de bioensaios para deteccdo de sementes de soja Roundup Ready
(RR) quanto a umidade do substrato e a concentracdo do herbicida na solugéo e
avaliar a eficiéncia de cada bioensaio na deteccdo e quantificacdo de misturas
simuladas contendo sementes de soja GM e ndo-GM. Cultivares estudadas, CD 219
RR (GM) e CD 211, sendo esta ultima, convencional, sensivel ao glifosato. As

sementes foram submetidas aos bioensaios: germinagcdo de sementes em papel

4 embrido desde o inicio do seu desenvolvimento, em consequéncia da germinacdo da semente, até a

formacéo das primeiras folhas (Pereira et al., 2009; Miranda et al., 2005).
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umedecido com glifosato e pré-embebicdo das sementes em substrato umedecido

com solucédo do herbicida (Pereira et al., 2009; Miranda et al., 2005).

A melhor umidade e solucdo, foram definidas para os bioensaios de
germinacdo em papel umedecido com solucdo do glifosato e pré-embebicdo das
sementes em papel umedecido com herbicida. Na germinacdo em papel umedecido
com solucdo do glifosato a concentragdo 0,03 % e a umidade 3,0 constituiram o
protocolo mais eficiente para a caracterizacao das plantulas em relacéo a tolerancia
ou sensibilidade ao herbicida glifosato (Funguetto et al., 2004; Cunha et al., 2005;
Pereira et al., 2009). Na pré-embebicdo das sementes em papel umedecido com
herbicida o melhor protocolo para este bioensaio foi a combinag¢do da concentracao
0,3 % e a umidade 2,0. Os bioensaios de umedecimento do substrato de
germinacao e de pré-embebicdo das sementes apresentam elevado potencial para
a deteccdo e quantificacdo de misturas e podem se constituir em eficientes testes
para identificacdo de cultivares. Anormalidades causadas pelo herbicida sé&o
particulares: auséncia de raizes secundarias, redu¢cdo no comprimento de raiz
primaria e seu engrossamento, sinal evidente de paralisacdo do desenvolvimento e
etc (Figura 3.9) (Pereira et al., 2009).
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Figura 3.9. Plantulas de soja, cultivar OC 14 (ndo GM), comparadas a cultivar CD 213 RR (GM) na

presenca do herbicida glifosato.

Fonte: Funguetto et al., 2004.

Silva e colaboradores (2010a) estudaram a germinacdo de sementes de
arroz, milho e feijdo, que foram conduzidas através do bioensaio com substrato
umedecido, onde o substrato utilizado foi papel toalha, distribuindo-se 400 sementes
em repeticbes de 8 por 50, sobre 2 folhas de papel, sobre as quais era colocada
mais uma folha, enrolando-se posteriormente o conjunto. O papel antes de ser
utilizado, foi umedecido com agua destilada a razdo de 2,5 vezes 0 seu peso seco.
Os tratamentos foram mantidos em germinador, mantido a temperatura constante
de 25 °C. As contagens foram realizadas no 7° e 14° dias para o arroz, no 4° e 7°
para o milho e no 5° e 9° dias para o feijdo, apés a semeadura e 0s resultados

foram expressos em porcentagem de plantulas normais (Silva et al., 2010a).

No bioensaio utilizando substrato com solucdo de herbicida, conduzido de
acordo com as recomendacdes de Brasil (2009), o substrato mais utilizado foi o rolo
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de papel — utilizando trés folhas de papel germitest, umedecidas com agua destilada

na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel (Vidigal et al., 2007; Silva et al., 2010a).

A germinacdo de sementes em teste de laboratério (Bioensaio) é a
emergéncia e desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, demonstrando
sua aptidao para produzir uma planta normal sob condi¢des favoraveis de campo.
Nos testes de laboratério a porcentagem de germinacéo de sementes corresponde a
proporcdo do numero de sementes que produziu plantulas classificadas como
normais. Para que uma plantula possa continuar seu desenvolvimento até tornar-se
uma planta normal, deve apresentar as seguintes estruturas essenciais: sistema
radicular (raiz priméria e em certos géneros raizes seminais), parte aérea (hipocoétilo,
epicotilo, mesocétilo (Poaceae), gemas terminais, cotilédones (um ou mais) e
coleoptilo em Poaceae). Um sistema radicular bem desenvolvido é formado por: raiz
primaria longa e delgada geralmente revestida por numerosos pelos absorventes e
terminando numa extremidade afilada; raizes secundérias produzidas dentro do
periodo de duracao do teste. A parte aérea pode ser considerada bem desenvolvida
quando formada por: mesocaétilo alongado, em certos géneros de Poaceae e um
namero especifico de cotilédones: por exemplo, dois cotilédones em dicotileddneas.
Em plantulas com germinacédo epigea, eles geralmente séo verdes e foliaceos, com
tamanho e forma variando com a espécie em andlise. Assim sendo, uma plantula
com qualguer uma das suas estruturas essenciais ausentes ou tdo danificadas que
nao possa ocorrer desenvolvimento proporcional, sdo consideradas anormais
(BRASIL, 2009).

Classifica-se ainda como plantula anormal, quando ela apresenta um ou mais
dos seguintes defeitos no Sistema radicular: Raiz priméria atrofiada; curta e grossa;
desproporcional em relacdo as outras estruturas da plantula; ausente; quebrada;
fendida a partir da ponta; com estrangulamento; fina e fraca; retorcida; presa dentro
do tegumento da semente; com geotropismo negativo; hialina; deteriorada devido a

uma infecgdo priméria. Raizes seminais, apenas uma raiz seminal fraca ou ausente.
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A primeira parte que surge na germinacao € a raiz principal proveniente da radicula
as raizes secundarias ou seminais sdo geradas depois, no caso de apresentarem
um ou mais dos defeitos citados sdo anormais e nao podem substituir uma raiz
primaria anormal em casos onde a presenca de varias raizes secundarias (por ex.
Cucumis), ou pelo menos uma raiz seminal forte (por ex. Triticum), ou duas seminais
fortes (por ex. Cyclamen), possibilitam a classificacdo da plantula como normal.
Parte aérea: Hipocodtilo, epicétilo e mesocatilo: curto e grosso, exceto em Cyclamen;
nao formando um tubérculo, como em Cyclamen; com rachadura profunda ou
guebrado; com fenda que atravessa a estrutura, atingindo os tecidos condutores;
ausente; com estrangulamento; torcdo completa ao longo de todo o comprimento da
estrutura; curvado; retorcido; formando um laco ou espiral; hialino; deteriorados

devido a uma infeccdo primaria (BRASIL, 2009).

3.5.1. Arroz

O arroz planta da classe monocotiledonea é do género Oryza e da familia
Poaceae, e a plantula normal formada em um teste de germinacdo exibe 0s
sistemas apresentados na Figura 3.10, sendo as estruturas essenciais a uma
plantula normal: raiz principal (radicula), raizes seminais e caule (conjunto formado
pelo nesocdtilo e coledptilo) de acordo com as Regras para Analise de Sementes —
RAS (Brasil, 2009; Franzin et al., 2008).
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Primeira folha

Segunda folha

- Coledptilo

JL

- Nesocdtilo
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Radicula

% Raizes seminais

Figura 3.10. Plantula normal formada a partir da germinacdo da semente de arroz.

Fonte: http://www.marchioro.eng.br/faseinicial.htm

O arroz, € um dos cereais mais importantes para a alimentacdo humana,
sendo superado apenas pelo trigo. E um dos cereais mais produzidos e consumidos
no mundo e caracteriza-se como principal alimento de mais da metade da
populacdo mundial. E parte integrante do habito alimentar dos brasileiros, que
consomem cerca de 25 kg de arroz por ano. Na safra 2015/16, o Brasil produziu
10.602,9 mil toneladas de arroz, sendo o Rio Grande do Sul responsavel por
aproximadamente 70% desse montante. Isso contabiliza 8,07 milhdes de toneladas,
fato que caracteriza o estado como maior produtor desse cereal. A area plantada foi
de 1,08 milh&o de hectares, com produtividade de 7.466 kg/ha. Além das condi¢des

climaticas que propiciam altas produtividades, o Rio Grande do Sul possui logistica
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estratégica que facilita a comercializacdo do produto (CONAB, 2016). No entanto, o
fator que mais se destaca como limitante para o aumento do potencial produtivo é o
controle insatisfatério de plantas daninhas, especialmente do arroz-vermelho,
considerado a principal planta daninha de éareas cultivadas com arroz irrigado
(Mendonca et al., 2014).

Por ser da mesma espécie botanica do arroz cultivado, o controle do arroz
vermelho com herbicidas € complicado. No entanto, praticas como o emprego de
sementes isentas dessa invasora, mudanca no sistema de cultivo, uso de rotacdo de
culturas e manejo de agua, até o momento demonstram baixa eficiéncia. Desse
modo, o desenvolvimento do sistema Clearfield (CL), constitui-se uma alternativa
promissora para o controle do arroz vermelho em lavouras infestadas e, também
para superar o atual patamar de produtividade das cultivares de arroz irrigado
utilizadas até o momento. A cultivar de arroz IRGA 422EPS CL e o hibrido Sator CL,
desenvolvidas a partir de linhagens mutantes® sdo tolerantes a mistura herbicida
Imazethapyr mais Imazapique. Herbicidas desse grupo inibem a enzima acetolacto
sintetase (ALS), que é essencial na biossintese dos aminoécidos de cadeia
ramificada, como isoleucina, leucina e valina interferindo, entdo na sintese de DNA e

no crescimento celular (Barbieri et al., 2010).

5 Existem dois grupos de linhagens modificadas: a linhagem transgénica, resistente a herbicidas, e a
linhagem mutante, tolerante a herbicidas. A mutacdo consiste em fontes priméarias de variabilidade
genética, resultantes de alteracdes de DNA que modificam o genétipo do individuo, podendo ser
espontaneas ou induzidas. As mutacfes esponténeas séo raras e ndo direcionadas, sendo limitado
seu uso no melhoramento de plantas, pois a chance que ocorra espontaneamente uma mutacao
favoravel € muito pequena. Portanto, ao referir-se a linhagens mutantes, pensa-se em mutacdo
induzida. As linhagens mutantes, quer sejam obtidas por radiacdo, agentes quimicos ou variacdo
somaclonal ndo sofrem restrices do ponto de vista legal no Brasil, sendo permitido comercializacéo e

consumo, atualmente, sem nenhuma restri¢cdo (Silva et al., 2007).
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Com o0 desenvolvimento do arroz resistente ao grupo quimico das
imidazolinonas, tecnologia denominada Sistema Clearfield®, tornou-se possivel o
manejo do arroz-vermelho de forma eficiente. Porém, um dos problemas que pode
ocorrer no referido sistema € o fluxo de genes ou a resisténcia natural em plantas de

arroz-vermelho, prejudicando a eficiéncia do mesmo (Mendonca et al., 2014).

Em laboratorios de andlises de sementes, vém sendo utilizados testes de
resisténcia a herbicidas, paralelamente juntos com testes de germinacao, chamados
de bioensaios, que foram utilizados e descritos por vérias literaturas (Pereira et al.,
2009; Miranda et al., 2005; Funguetto et al., 2004; Cunha et al., 2005). Esses testes
estdo fundamentados na caracterizacdo morfolégica das plantulas formadas no
substrato umedecido com herbicida, ou de sementes embebidas em solucéo
aquosa do herbicida. Assim como nas espécies geneticamente modificadas, no
arroz mutante, é relevante o uso de técnicas de identificacéo eficientes, rapidas, de
baixo custo e cujos resultados possam ser reproduzidos por diferentes laboratérios
(Barbieri et al., 2010).

E possivel identificar cultivares de arroz mutantes (Clearfield), através de
bioensaios baseadas no teste de germinagao. O bioensaio usando papel umedecido
com a solucdo do herbicida a 0,0001% (v/v), na temperatura de 30 °C, com
avaliacdo no quarto dia apés a semeadura € eficiente para detec¢cdo de sementes
de arroz tolerante a herbicidas do grupo das imidazolinonas segundo a literatura
(Barbieri et al., 2010). Silva e colaboradores (2007) em seu trabalho obtiveram na
analise de seus resultados, para a metodologia do papel umedecido, a
concentracdo de 0,001 % (v/v) do herbicida diluido em agua como adequada, para
deteccdo de sementes de arroz mutante tolerante ao herbicida imazethapyr, tanto
na avaliacéo final da germinacao, aos 14 dias, quanto na primeira contagem, aos 7

dias.
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Na tabela 4.1 s&o apresentados dados sobre os reagentes e solventes

utilizados nos procedimentos experimentais.

Tabela 4.1. Reagentes e solventes utilizados na preparacdo das microesferas

Produto Descrigdo Origem Informagdes adicionais
PCL poli(e-caprolactona) Sigma-Aldrich 70.000-90.000 g/mol
Roundup WG Glifosato/herbicida Monsanto do Brasil Ltda. Pureza 72%

Diclorometano
Alcool Polivinilico (PVA)
Ninidrina
Molibdato de sodio

Cloreto de célcio
IRGA 424

PUITA INTA CL
GURI INTA CL

Papel Germitest

Solvente orgéanico
Agente surfactante
Agente revelador
Catalisador
Sal

semente de arroz

convencional
semente de arroz mutante
semente de arroz mutante

Substrato

Nuclear
Vetec
Nuclear/Vetec
Merck

Nuclear

FAD sementes

FAD sementes
FAD sementes

Fundacéo IRGA

Pureza 99,5%
86,5-89,5% de hidrélise
>98%

Pureza 99,5%

Pureza 96%

doacdo

doacéo
doacdo

doacéo
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4.2. Testes Preliminares para Preparacdo das Microesferas

Foram realizados varios testes (diferentes condi¢cdes) para formacédo das
microesferas com distribuicdo de tamanho uniforme, ndo agregadas e com
morfologia esférica. A técnica de emulsificacdo seguida de evaporacao do solvente
foi escolhida devido a simplicidade dos procedimentos envolvidos. Este método é
considerado simples, reprodutivel e rapido, por utilizar polimeros pré-formados e
devido as técnicas de evaporacdo de solvente ndo requererem equipamento

pesado, sendo facilmente adaptaveis a escala industrial.

4.3. Sintese das Microesferas de PCL com Glifosato

As microesferas foram obtidas a partir de um polimero biodegradavel (PLC),
contendo herbicida (Glifosato) através da técnica de dupla emulsificacdo seguida de
evaporacao do solvente conforme descrito na literatura (Holz, 2012; Silva et al.,
2010b). As preparacbes das microesferas foram realizadas no Laboratério de
Organometélicos e Resinas (LOR) da Faculdade de Quimica (FAQUI) da Pontificia
Universidade Catolica do Rio grande do Sul (PUCRS). A liofilizacdo foi feita no
Laboratério de Produtos Naturais/FAQUI/PUCRS, e as caracterizacbes das
microesferas obtidas foram feitas nos Laboratérios de Caracterizacdo de
Materiais/FAQUI/PUCRS e de Espectroscopia/FAQUI/PUCRS e Centro de
Microscopia da Faculdade de Engenharia (FENG)/PUCRS.

Nesse método, inicialmente, solubilizou-se 0,5 g de PCL em uma quantidade
suficiente de solvente organico (por volta de 30 mL de diclorometano), originando a
fase oleosa (O). A primeira fase aquosa (A1) foi obtida dissolvendo-se o glifosato
granulado dispersivel em agua destilada, em uma proporcdo de 10, 20 e 30% em
relacdo a massa de polimero. Estas concentracfes teoricas de glifosato foram
baseadas na literatura (Mendes, 2011; Souza et al., 2012; Grillo, Rosa, Fraceto,
2013; Lima et al., 2012). As microesferas produzidas contendo 10%, 20% e 30% de
glifosato (tedrico), foram nomeadas de ME1, ME2 e ME3, respectivamente.
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A fase aquosa (A1) foi adicionada a fase oleosa (O) sob agitagcdo em um
emulsificador ultraturrax® por um minuto a 8.000 rpm, para formacdo da emulséao
primaria (A1/O). Sendo que para a segunda fase aquosa (Az), foi preparada uma
solucdo de &lcool polivinilico (PVA) com a concentracdo de 0,5% (m/v) (Lima et al.,
2012; Holz, 2012).

A emulséo primaria A1/O foi adicionada, lentamente na segunda fase aquosa
(A2), com o auxilio de um funil. A suspensao resultante foi mantida sob agitacéo por
5 minutos utilizando um emulsificador ultra-turrax® a 30.000 rpm, originando a
emulsdo dupla (A1/O/Az), e a formacdo das microesferas. O solvente organico
utilizado foi eliminado lentamente, sob agitacdo, com auxilio de um agitador
magnético, pela difusdo e evaporacdo do mesmo a temperatura ambiente e pressao

atmosférica por um periodo de 12h.

As microesferas formadas foram isoladas por centrifugacdo (centrifuga
modelo CT-5000, Cientec) com velocidade de 3.500 rpm por 15 minutos, e lavadas
por trés vezes com agua destilada para remocao do excesso de surfactante (PVA).
Por fim, as microesferas foram congeladas em nitrogénio liquido e submetidas ao
processo de liofilizacdo (FAQUI/PUCRS), para secagem e estabilizacdo das
particulas formadas, por um periodo de, no minimo, 24h, e armazenadas em um

dessecador.

O liofilizador é dotado de um condensador Helmut Saur Laborbedarf acoplado
a uma bomba Edwards Model RV5. A temperatura do condensador varia de -100 a
-110 °C, a pressao da bomba é de aproximadamente 0,5 torr e a temperatura da

amostra durante o processo € de aproximadamente 40 °C.

As variagcOes nas concentracdes de glifosato na obtencdo das microesferas
foram estudadas buscando a formacdo das mesmas com distribuicdo de tamanho

regular e ndo agregadas, com morfologia e tamanho uniforme, e levando-se em
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consideracdo o potencial aumento da eficiéncia de incorpora¢cdo. Também foram
preparadas microesferas sem glifosato, isto € s6 com PCL, com a finalidade de

comparar resultados (identificadas como ME).

4.4. Técnicas de Caracterizagcéao

4.4.1. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (FTIR)

As analises de infravermelho foram realizadas em um equipamento Perkin
Elmer Instruments Spectrum One FT-IR Spectrometer, 16 varreduras, no intervalo
de 4.000 a 650 cm, com o objetivo de caracterizar as microesferas obtidas quanto
sua estrutura quimica. As amostras foram analisadas com o auxilio do acessério de
Refletancia Total Atenuada Universal (UATR).

4.4.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os eventos térmicos, temperatura de transicdo vitrea (Tg), temperatura de
fusdo (Tm) e temperatura de cristalizacdo (T¢) do PCL e das microesferas, foram
obtidos através da técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC). As
temperaturas foram medidas em um aparelho de DSC TA Instruments, modelo Q20,
em um intervalo de temperatura de -90 a 200 °C, com ciclos de aquecimento (10

°C/min) e resfriamento (10 °C/min), em atmosfera de nitrogénio.

O valor da cristalinidade (Xc) foi calculado considerando o valor de 136 J/g
(Roa et al., 2010; Campos, Marconato, Franchetti, 2010), calor de fusédo para o PCL
100% cristalino (AH°m), com o valor da entalpia de fusdo obtida para as amostras
(AHm), e considerando a fracdo de PCL na amostra (W) através da Equacéo (4.1),

conforme literatura (Cunha, 2012; Borghesi et al., 2016):
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c=| —BHn 1100
AH

N (4.1)

m

4.4.3. Difracdo de Raios-X (DRX)

Para caracterizar a estrutura cristalina das microesferas foi utilizada a técnica
de difracdo de raios-X (DRX), onde os materiais foram analisados sob a forma de po6
em um difratdmetro Shimadzu XRD 7000, radiacdo CuKa operando com voltagem
de 40 kV e corrente de 30 mA, varredura do 26 de 5° a 70°, passo de 0,02° e tempo
de contagem de 2,0 s no Laboratorio de Materiais e Nanoestruturas (LMN-GEPSI)
da PUCRS. Os dados foram tratados utilizado o software Origin 6.0. Para o calculo
da fracdo cristalina dividiu-se a area dos picos cristalinos pela soma das é&reas
correspondes ao espalhamento amorfo e cristalino conforme literatura (Imane et al.,
2015).

4.4.4. Analise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento SDT
(modelo Q600, TA Instruments) utilizando uma rampa de aquecimento de 20 °C/min
da temperatura ambiente até 1000 °C, em atmosfera de nitrogénio, com

aproximadamente 10 mg de amostra.
4.4.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Essa técnica objetiva a analise detalhada da morfologia e da superficie da
amostra. As caracterizagdes foram realizadas utilizando o Microscopio Eletronico de
Varredura (MEV), PHILIPS modelo XL30 com resoluc¢édo de 3,5 nm (no modo elétron

secundario) e faixa de aumentos de 500 a 50.000 vezes, tensdo de aceleracao de
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20 kV, utilizando ouro para metalizagdo das amostras. A faixa de diametro das

particulas, foi obtida utilizando o software ImageJ.

4.4.6. Determinacédo Espectrofotométrica do Glifosato

A determinacdo quantitativa do glifosato foi feita pelo método da ninidrina via
técnica espectrofotométrica baseada na literatura (Bhaskara, Nagaraja, 2006). Neste
método a ninidrina € usada como revelador, 0 que proporcionou ao composto uma
coloracdo purpura (Ruhemann’s purple), que pode ter absorbancia investigada em
570 nm. Para desenvolvimento da reacéo (Figura 4.1.) utilizou-se aquecimento (100

°C) e molibdato de s6dio como catalisador.

0
)J\/ H HO\ OH N82M004
OH  HO /\COOH
Ninidrina Glifosato . HO OH
- Hx0
'

f—COOH /——COOH f—COOH

L // \* // \~ //
R~0H R~oH R~oH

OH S O (o) O 0 S .O

Cor Roxo 111 Cor Roxo Il Cor Roxo |

Figura 4.1. Reagéo de ninidrina com glifosato na presenca de molibdato de sddio.

Fonte: Adaptado de Bhaskara, Nagaraja, 2006.

A eficiéncia de incorporacéo (El) foi calculada utilizando a Equacéo 4.2, a partir
da razédo entre diferenca da concentracao tedrica utilizada na formulacao (Ctesrica) €
a concentracao livre (Civre) presente nas solugdes obtidas na etapa de centrifugagao
e nas etapas de lavagem e a concentracéo teorica multiplicada por 100 (Kilkamp et
al., 2009).
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-C (4.2)

C livre Xloo

EI — tedrica

tedrica

A concentragdo de glifosato livre foi obtida a partir da construcdo de uma
curva analitica nas concentragbes de 0,1 a 3,5 ug/mL com a aplicacdo da Lei de
Beer-Lambert (regressao linear), com as absorbancias das solugbes medidas no
espectrofotbmetro de UVvis (CELM E-225D). As solugcbes com diferentes
concentracfes foram preparadas a partir de aliquotas retiradas de uma solucédo de
50 ug/mL de glifosato, obtida pela diluicdo de 35 mg de glifosato 72% em um baléao
de 500 mL. As essas distintas concentragdes de glifosato foram adicionadas 1 mL
de solucao de ninidrina 5% (m/v) e 1 mL de solucdo de molibdato de sédio 5% (m/v)
que serviu como catalisador da reagcao. A solugédo formada com glifosato, ninidrina e
sédio molibdénio foi mantida na temperatura de 100 °C por 5 minutos. As solucdes
de coloracdo amarela/purpura foram resfriadas até a temperatura ambiente e
diluidas com H20 deionizada em baldes volumétricos de 10 mL, e tiveram suas

absorbancias investigadas em 570 nm.

A concentracao livre presente nas solugdes obtidas na centrifugacdo e nas
lavagens das microesferas, foi estimada a partir da equacéo da reta (Equacao 4.3),
obtida pela regresséao linear da curva analitica (Figura 4.2), que apresentou desvios
de 0,001 a 0,002, construida a partir de diferentes concentracdes do herbicida
(Figura 4.3). Na Equacéo 4.3, C é a concentracdo em (ug/mL) e A € a absorbancia,

gue apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,995.

A= 0,0406C - 0,0004 (4.3)
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Curva de Calibragao de Glifosato
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Figura 4.2. Curva de calibracdo da absorbancia em fungdo da concentragdo de glifosato, obtido pelo
método da ninidrina, determinado por andlise espectrofométrica em 570 nm. Regresséo linear obtida

a partir de diferentes concentragfes do herbicida (n=4).

Figura 4.3. Amostras com diferentes concentragdes do herbicida para construcao de curva analitica.



59

E ainda, foi verificado o tempo de estabilidade do agente revelador de cor na
solucéo, no caso a ninidrina. A literatura (Bhaskara e Nagaraja, 2006) afirma que o
mesmo apresenta estabilidade por até 10 horas, para garantir a confiabilidade dos
resultados obtidos através desta técnica. Nos testes realizados no
espectrofotdbmetro de UVVvis, os resultados obtidos para absorbancia da cor purpura
obtida com glifosato em presenca de ninidrina, revelaram que apds 5h a
absorbancia reduziu aproximadamente 9%, apos 10h a absorbancia reduziu
aproximadamente 21% e apos 15 h a absorbancia reduziu aproximadamente 33%,
sendo estes os valores, para as menores concentracdes dentro da curva analitica
obtida. Assim sendo, o tempo de estabilidade do agente revelador (ninidrina) na

solucéo foi menor do que afirma a literatura (Bhaskara e Nagaraja, 2006).

A tabela 4.2 apresenta as caracteristicas 6ticas do glifosato na presenca de
ninidrina como reagente cromogénico e molibdato de sodio como catalisador. Para
construcdo da curva analitica, as solugdes com diferentes concentragbes (10
concentracfes distintas), foram preparadas em quadriplicata (n=4), sendo que o0s
pontos analisados apresentaram desvio padrdo maximo de 0,002 ug/mL em relagéo

a média.
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Tabela 4.2. Caracteristicas 6ticas do glifosato na presenca de ninidrina como reagente cromogénico e

molibdato de s6dio como catalisador

Caracteristicas o6ticas

Método ninidrina/molibdato

Cor

Amax (nm)

Estabilidade (h)

Intervalo da Lei de Beer-Lambert (ug/mL)
Coeficiente angular

Coeficiente linear

Limite de Deteccao (ppm)

Limite de Quantificacdo (ppm)

Coeficiente de Correlagdo (R?)

Parpura

570

0,1-5,0

0,0406

0,0004

0,0922

0,3072

0,9954

4.4.7. Andlise Elementar

A analise elementar do PCL e das microesferas de PCL/glifosato foi realizada

em um equipamento LECO, modelo Truspec CHN, equipado com detectores de

condutividade térmica e infravermelho no Laboratdrio de Analises Geoquimicas do

IPR/PUCRS. As amostras (0,0500 g) foram queimadas numa atmosfera de Oz a

uma temperatura de 950 °C.

4.5. Cinética de Liberacao de Glifosato em Meio aquoso

O estudo da cinética de liberacdo de glifosato em meio aquoso foi realizado,

em temperatura ambiente, utilizando-se uma solucdo de CaClz 0,01M que simula a

forca ibnica do solo (Martinazzo et al., 2011; Hirsch, 2011). Inicialmente realizou-se



61

um teste para verificar o comportamento do glifosato neste meio e se a técnica
utilizada para a quantificacdo do mesmo esta adequada para determinacdo da
liberacdo do glifosato em CaCl.. A concentragdo empregada para este ensaio foi
calculada considerando que a liberacdo total de glifosato das microesferas néo
ultrapasse 5,0 pg/mL, que representa a concentracdo maxima permitida para que a
linearidade a Lei de Beer-Lambert seja respeitada. O ensaio foi realizado em um
periodo de 6 horas com medi¢bes realizadas a cada 5 minutos nos primeiros 30
minutos e a seguir a cada 30 minutos. Os resultados foram analisados por meio de
espectroscopia de UV-vis (Hewlett® Packard 8453) em 570 nm semelhante ao

procedimento adotado na literatura (Avila et al., 2009), em triplicata.

Para a modelagem matematica dos perfis de liberacdo para analise do
comportamento de liberacdo do glifosato a partir das microesferas de glifosato, foi

utilizado o modelo semi empirico de Korsmeyer-Peppas (Equacéo 4.4).

Mt e (4.4)

Onde, Mt € a quantidade de herbicida liberado em um tempo t, M« é a
quantidade de herbicida liberado em um tempo infinito, k é a constante cinéticae n é
o expoente de liberacdo. O valor de n esta relacionado com a forma geométrica do
sistema carreador e determina o mecanismo de liberacdo conforme literatura (Silva,
2010b; Melo et al., 2010; Grillo et al., 2012).

4.6. Eficiéncia Agronémica
O comportamento das microesferas de PCL/Glifosato, frente ao herbicida

livre, foi avaliado através de bioensaios, para verificar se o glifosato estd sendo

liberado das microesferas. E ainda, se apresenta um comportamento diferente do
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livre (controle negativo), sendo que, a agua foi utilizada como controle positivo no
bioensaio. As alteracbes no comportamento de diferentes cultivares de arroz
convencional e mutante, foram estudadas em substrato umedecido com solucdes de
microesferas com glifosato incorporado e de glifosato livre, ambas com a
concentragdo de 0,03% e.a. Utilizou-se trés cultivares de arroz, sendo duas
mutantes, tecnologia Clearfield (CL), PUITA INTA CL e GURI INTA CL, e uma
convencional (IRGA 424).

Nas condi¢coes do bioensaio de germinacédo das sementes de arroz em papel
umedecido com solucdo de glifosato e de microesferas de glifosato, utilizou-
se duas repeticbes de 100 sementes, para cada tipo de semente: Convencional (C)
e Mutante (M) e nas condi¢cdes: sem glifosato, com glifosato livre e com
as microesferas de glifosato (mesma concentracao foi testada), semeadas em rolos
de papel (sobre 2 folhas de papel germitest, sobre as quais era colocada mais uma
folha, enrolando-se posteriormente o conjunto) umedecidos com agua destilada, na
guantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do substrato seco (Silva et al., 2010a;
Vidgal et al.,, 2007; Franzin et al., 2007; Franzin et al., 2008), as quais foram
mantidas em germinador regulado a temperatura entre 20 e 25 °C, esta faixa de
temperatura se mostrou adequada para o ensaio de germinacdo segundo a
literatura (Franzin et al., 2007; Franzin et al., 2008; Schuch at al., 2006). As
avaliacdes foram realizadas aos 14 dias (Franzin et al., 2008; Schuch at al., 2006),
apos o inicio do teste, ou seja, apés a semeadura e conduzido de acordo com as
Regras para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009), sendo os resultados
expressos em porcentagem de germinacdo e de plantulas normais. Os passos
realizados no procedimento de germinacdo das sementes de arroz estdo

apresentados no Figura 4.4.
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Preparo do Identificagdo
Substrato dos Rolos de
Umedecido Germinagao

Distribuigao

‘ Contagem e
das Sementes

Preparo dos Contagem das
Rolos de Plantulas Normais
Germinagao

Figura 4.4. Fluxograma das etapas do Bioensaio.

A Figura 4.5. mostra como o procedimento experimental foi conduzido,
iniciando pelo preparo das solugcdes/substrato de papel (germitest) umedecido com
adgua destilada na proporcdo de 2,5 vezes o peso do papel para o teste de
germinacao (Figura 4.5 a); contagem das 100 sementes por repeticao (figura 4.5 b);
distribuicdo das sementes sobre duas folhas de substrato e posterior colocacao de
uma folha adicional (figura 4.5 c); preparo dos rolos de germinacédo, enrolando-se o
conjunto formado pelas sementes e trés folhas de germitest umedecidas (Figura 4.5
d); identificacdo dos rolos, agrupados com variedades de arroz distintas, porém com
solucdes iguais (agua, glifosato, microesferas) (Figura 4.5 e); colocacdo em estufa
improvisada (aquério, lampada e termémetro) com a temperatura mantida entre 20 e
25 °C (Figura 4.5 f); rolos de germinacdo ap6s 14 dias de bioensaio (Figura 4.5 g);

analise das plantulas obtidas (Figura 4.5 h).
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Figura 4.5. Procedimento experimental de germinacdo de sementes de arroz. a) preparo do substrato
umedecido; b) contagem das sementes; c) distribuicdo das sementes; d) preparo dos rolos de
germinacao; e) identificacdo dos rolos; f) estufa improvisada; g) rolos apés 14 dias de bioensaio; h)

andlise das plantulas obtidas.

Na avaliacdo da germinacdo as plantulas foram consideradas normais
quando estas apresentavam o0s trés sistemas essenciais: raiz principal (radicula),
raizes seminais e caule (coledptilo) presentes, e anormal quando este padrdo nao
ocorreu. Para avaliar o comprimento médio das estruturas esséncias para
germinacdo de uma semente de arroz das cultivares estudadas, IRGA 424
(convencional), PUITA INTA CL (mutante) e GURI INTA CL (mutante), utilizou-se o
comprimento médio da raiz principal, das raizes seminais e do caule, de todas as
plantas consideradas normais para cada repeticdo, avaliado o comprimento das
plantulas com auxilio de régua milimetrada, com resultados expressos em cm, para
o0 bioensaio realizado sem glifosato, apenas com &agua, como controle positivo,

conforme apresentado na Figura 4.6. (Franzin et al., 2007).
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Figura 4.6. Verificacdo do tamanho das estruturas essenciais a uma plantula normal (raiz principal,

raizes seminais e caule) com régua milimetrada.

De acordo com a Regra para Analise de Sementes (RAS), em uma analise de
sementes é esperada e admitida certa variagdo quando se comparam resultados de
determinacfes efetuadas com sementes obtidas da mesma amostra média ou de
diferentes amostras médias do mesmo lote, ainda que essas determinacdes tenham
sido feitas no mesmo laboratério e pelo mesmo analista. Essa variacdo pode ser
atribuida as circunstancias em que as analises foram realizadas, as caracteristicas
da espécie e as condicbes de producdo das sementes, entre outras. O limite da
variacdo acima do qual as diferencas entre resultados s&o consideradas nao
aceitaveis (significativas) € denominado tolerancia. O objetivo do estabelecimento
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7

de tolerancias é avaliar se a variagdo dos resultados dentro e entre testes é

aceitavel quanto a precisao dos resultados (Brasil, 2009).

As Tabelas de Tolerancia (Anexo A e B) elaboradas por Miles (1963, apud
Brasil, 2009) foram baseadas em resultados experimentais e principios estatisticos e
sao aplicaveis para comparacao de resultados de repeticbes de um teste, resultados
entre testes ou mesmo resultados de testes com um padréo estabelecido. Em todas
as situacdes, devem ser rigorosamente observados os procedimentos referentes ao

Seu emprego.

A Tabela apresentada no Anexo A, foi utilizada para o teste de germinacéo
(plantulas normais, anormais, sementes duras, dormentes e mortas), nela sao
apresentadas as tolerancias maximas admitidas para comparacao de resultados de
dois testes de germinacdo realizados a partir de diferentes amostras médias do
mesmo lote, quando o resultado da segunda andlise € pior do que o resultado da
primeira analise, realizada no mesmo laboratério ou em diferentes laboratorios, a
5% de probabilidade. Sendo que, considera-se como pior resultado, menor
percentagem de plantulas normais ou maior percentagem de plantulas anormais,

sementes duras, dormentes e mortas (Brasil, 2009).

A Tabela apresentada no Anexo B, foi utilizada para teste de Germinacéo
(plantulas normais), onde sdo apresentadas as tolerancias maximas admitidas para
comparacdo do resultado do teste de germinacdo da amostra com o padrao
estabelecido. Séo utilizadas para comparacdo de Testes de Germinacéao realizados
com 400 ou 200 sementes com o0 padrdo. Para grandes culturas e forrageiras,
utiliza-se 5% de probabilidade e para sementes de espécies florestais, 1% de
probabilidade (Brasil, 2009).
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4.7. Tratamento Estatistico

Para o tamanho de particula foram utilizados os desvios padrdes (DP) das
amostras, com as medidas de pelo menos 50 particulas por imagem, tendo em vista
sua capacidade de avaliar resultados que envolvem a mesma variavel-resposta,
calculou-se também o coeficiente de variacdo (CV), permitindo quantificar a precisao
das pesquisas. Para construgao da curva de calibragéo da concentragéo de glifosato
em funcdo da absorbancia e da curva de liberacdo, foram calculados os DP, para

n=4 e n=3, respectivamente.

Sendo, CV uma medida de dispersdo relativa, pois expressa a relagcao
percentual do desvio padrdo em relacdo a média (M) e o desvio padrédo (DP)
correspondente ao conceito matematico de distancia, ou seja, a dispersdo dos
dados em relacdo a média de uma sequéncia pode-se calcular o CV através da

Equacéo (4.5).

45
cv =P 100 *9
M

Para fazer a analise estatistica usamos o CV, pois leva em consideracéo a
medida de dispersdo absoluta (desvio padrdo) e a média da série. Portanto, a
medida de disperséo relativa (coeficiente de variacdo) prevalece sobre a medida de
dispersdo absoluta (desvio padrédo). O coeficiente de variacdo foi interpretado da
seguinte forma, para valores menores ou iguais a 20% trata-se de uma amostra
homogénea, e para valores maiores que 20%, trata-se de uma amostra
heterogénea, pois segundo a literatura existe uma classificagdo que considera os
coeficientes de variagdo como baixos quando inferiores a 10%, médios entre 10 e
20%, altos entre 20 e 30% e muito altos se superiores a 30% (Garcia, 1989;

Mohallem et al., 2008). Para avaliacao da eficiéncia de incorporacéao os dados foram
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apresentados utilizando média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo, com as

analises realizadas em triplicata.

Caracterizou-se morfologicamente as plantulas tolerantes e sensiveis ao
glifosato quando em presenca do herbicida, ou seja, o efeito do herbicida
incorporado nas microesferas frente ao herbicida livre nas sementes de arroz. Os
resultados foram analisados segundo o delineamento inteiramente casualizado, com
duas repeticbes de 100 sementes. Os dados foram apresentados, percentual de
plantulas normais, por média, desvio padréo, coeficiente de variacdo (obtido pela
razdo entre o desvio padrdo e a media) e em nivel de 5 % de probabilidade,
utilizando as Tabelas apresentadas no Anexo A e B, conforme Regra para Analise
de Sementes (RAS) (Brasil, 2009).

A Figura 4.7 apresenta um fluxograma com as etapas do trabalho, desde o
processo por emulsdo multipla e evaporacdo do solvente para obtencdo das
microesferas de PCL/Glifosato, até as caracterizacdes, analises e ensaios
realizados nas mesmas, para verificar o potencial de sua aplicagdo como sistema de

liberacdo controlada.
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Figura 4.7. Fluxograma do processo por emulsdo multipla e evaporac¢do do solvente para obtencgéo

Microesferas de
PCLI/Glifosato

das microesferas de PCL/Glifosato, caracterizacdes, andlises e ensaios realizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Testes Preliminares para Preparacao das Microesferas

Nestes testes foram obtidas particulas malformadas quando:

- durante a segunda emulsificacdo adicionou-se a fase aquosa na emulsdo primaria

formada, em seguida, avaliou-se a ordem das etapas (Figura 5.1a);

- a quantidade de surfactante foi maior que a necesséria, logo, estimou-se a

concentracdo de surfactante na fase aquosa Az (Figura 5.1b);

- realizou-se o procedimento de evaporacdo do solvente com bomba de vacuo, ou

seja, avaliou-se o tempo para remocéao do solvente (Figura 5.1c¢);

- utilizou-se uma menor velocidade de agitagdo na segunda emulsificacao,

otimizando assim a variavel velocidade de agitacdo do procedimento (Figura 5.1d).

O melhor procedimento foi obtido quando as particulas formadas
apresentaram forma esférica, sem qualquer agregacdo ou aderéncia e tamanho
uniforme, ou seja, a partir do estudo preliminar conseguiu-se chegar a um processo

mais adequado, conforme descrito no item 4.3.
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Figure 5.1. Micrografias das Microesferas com aumento de 4000X: a) durante a segunda
emulsificac@o adicionou-se a fase aquosa na emulsdo primaria; b) quantidade de surfactante maior
gue a necessaria; c) evaporagdo do solvente com bomba de vacuo; d) menor velocidade de agitacao

na segunda emulsificacéo.

5.2. Morfologia e tamanho de particula das microesferas PCL/glifosato

Por meio da técnica de dupla emulsificacdo e evaporacdo do solvente foi
possivel produzir microesferas com o polimero PCL e o glifosato, na forma de
esferas sélidas. A faixa de tamanho de particula, tamanho médio e de desvio padrao
(DP) foram medidos e calculados com o software imageJ, e seus resultados estao
apresentados na Tabela 5.1. As microesferas de PCL (ME), sem glifosato (Figura
5.2a) apresentaram um menor tamanho de particula, e se mostraram mais
homogéneas, uma vez que, apresentaram a menor média de tamanho e o menor
desvio padrao foi obtido quando comparada as microesferas obtidas de PCL com
glifosato (ME1, ME2 e ME3) (Figura 5.2b, 5.2c e 5.2d).



Tabela 5.1. Tamanho de particula das microesferas obtidas
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Tamanho Tamanho o ) Coeficiente
_ . . Média | Desvio Padréo _
Microesferas minimo maximo de variacdo
(Hm) (SD)
(Hm) (Hm) (CV)
ME 0,8 3,3 1,7 0,5 29,4%
ME1 1,5 5,3 3,5 1,0 28,6%
ME2 2,1 4,9 35 0,6 17,1%
ME3 2,0 4,5 2,9 0,6 20,7%

Cada valor é a média de pelo menos 50 medigGes.

Figura 5.2. Micrografias das Microesferas com aumento de 4000X: a) ME; b) ME1; c) ME2 e d) ME3.
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Observa-se que o desvio padrao nas ME (microesferas de PCL puro) tem um
peso mais significativo do que nas ME2, uma vez, que o CV foi maior (Tabela 5.1).
Ao se determinar o CV foi possivel verificar de que forma o desvio padréo esta para
a média de tamanho de particula das microesferas obtidas. Com isso, pode-se
afirmar que uma distribuicdo mais homogénea foi obtida nos sistemas ME2 e MES3,
pois ao se interpretar estes valores, em ambas, os desvios relativamente a média se
apresentaram menores que 20% do valor desta. Portanto, as percentagens de CV

gue mostram o peso do desvio padrao sobre a distribuicdo se mostraram aceitaveis.

Porém, apesar de apresentarem um maior tamanho médio e um maior desvio
padrao, os valores obtidos para as ME1, ME2 e MES3, que caracterizam os sistemas
produzidos com glifosato, com diferentes propor¢cdes de herbicida, também podem
ser considerados micrométricos e homogéneos, em relacdo ao tamanho de
particula. Estas apresentaram desvios inferiores a 1 (Tabela 5.1). De acordo com o
trabalho de Farago e colaboradores (2008) que obteve microesferas de PHBV com
um farmaco hidrofilico com uma faixa de tamanho de 5,5 a 26,2 um a partir da
mesma técnica, valores inferiores a 2 sdo aceitaveis. Desta forma, € possivel afirmar
gue a técnica utilizada para preparacdo das microesferas, se mostrou reprodutivel
em relacdo ao tamanho de particula independentemente da quantidade de herbicida

utilizada na formulacéo.

Em relacdo ao tamanho de particula, pode-se observar através da andlise da
Tabela 5.1 que o aumento de glifosato na formulagdo diminuiu o tamanho médio de
particula, fator que corrobora com resultados encontrados na literatura (Farago et
al., 2008). Farago e colaboradores (2008) também obtiveram particulas menores
para maiores eficiéncias de incorporacdo, revelando eficiéncias de incorporacéo de
0,9%, 52% e 9,8% para particulas de 26,2 um, 14,3 um e 10,2 um,

respectivamente.
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5.3. Estrutura quimica das microesferas PCL/glifosato

A técnica de infravermelho possibilitou analisar a presenca do glifosato
incorporado na matriz de PCL comparando com os espectros das microesferas de

PCL puro (ME) e do glifosato puro (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Espectros de FTIR das microesferas de PCL puro (ME), das microesferas de

PCL/Glifosato (ME3) e do Glifosato puro no modo transmisséo.

No espectro de infravermelho das microesferas ME3 (Figura 5.3) observou-se
bandas de absorcédo na regido de 2944 e 2867 cm caracteristicas da ligacdo C-H
de metileno (CH2), e ainda, devido ao estiramento do grupo carbonila (C=0) em
1724 cm™* e ao estiramento da ligagdo C-O em 1237 e 1163 cm™ (Cunha, 2012;
Mohamed, Gordon, Biresaw, 2007; Ortega-Toro et al., 2015; Pavia et al., 2012;
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Silverstein et al., 2012; Giacomelli, 2005; Roa et al., 2010). A presenca de bandas
de absorcéo caracteristicas do grupo éster, uma vez que o PCL é um poliéster
alifdtico biodegradavel, mostra que as microesferas obtidas foram efetivamente
formadas pelo polimero (Tabela 5.2). No que diz respeito ao espectro referente as
microesferas obtidas apenas com PCL (ME), basicamente as mesmas bandas
caracteristicas foram observadas, uma vez que estas apresentaram as bandas
caracteristicas do polimero (espectro semelhante ao do PCL puro, néo
apresentado). Entretanto, as bandas associadas ao glifosato que seréo descritas na

sequéncia ndo aparecem.

Tabela 5.2. Principais bandas do PCL puro e das microesferas de PCL com Glifosato incorporado.

_ _ Microesferas
Microesferas de PCL Glifosato _
) N PCL/Glifosato
Tipo de Interacéo Numero de onda Numero de onda
Numero de onda
(cm-t) (cm-t)
(cm™)
Estiramento CH:z 2942, 2869 n.d. 2944,2867
Estiramento C=0 1724 1725 1724
Estiramento C=0 n.d. 1626 1631*
Deformacédo N-H (amina Il) n.d. 1557 1567*
Estiramento C-O 1239, 1160 1270, 1243 1237, 1163
Estiramento POs (fosfonato) n.d. 1098 n.d.
Deformacédo CHz - angular 1107 1484, 1428 1106
Deformacédo CH:2 - rocking 730 n.d. 731

n.d. ndo detectada; *bandas observadas no espectro do glifosato.

No espectro de infravermelho do glifosato puro (acido de N-fosfonometil
glicina) (Figura 5.3), observa-se as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
carboxila (acido carboxilico), amina e fosfonato (Yamada, Castro, 2007). Observa-se
claramente uma banda devido ao estiramento do grupo carboxila (C=0) de
aproximadamente 1725 cm™, duas bandas caracteristicas de absorcéo referentes
ao estiramento (C=0) em 1626 cm™ e de deformacdo (N-H) em 1557 cm™ (amina
II), sendo que, estas bandas aparecem em 1631 e 1567 cm™, no espectro de

infravermelho das microesferas (ME3), o que evidencia a presenca de glifosato nas
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mesmas. E ainda, exibe deformacdo angular (CH2) em 1484 e 1428 cm? e
aparecem duas bandas de deformacéao axial, devido ao acoplamento da deformacéao
angular no plano da ligacdo O-H e a deformacgéo axial de C-O de &cido carboxilico
em 1270 e 1243 cm™. A banda em 1098 cm, por sua vez, é aparentemente
formada pela contribuicdo de diferentes fungBes quimicas, estiramento (PO2) ou
estiramento (P—OH) de ésteres de fosfato, 0os quais estéo presentes em quantidades

significativas no herbicida (Yamada, Castro, 2007; Giacomelli, 2005).

Podem ocorrer variagdes pequenas (5 a 10 cm™?) nas bandas de absorcéo,
como as apresentadas no espectro das microesferas de PCL com glifosato, pois se
acredita que o PCL interage com o glifosato, fato evidenciado pelo deslocamento
das bandas caracteristicas C=0 em 1626 cm™ e de N-H em 1557 cm (Figura 5.3 e
Tabela 5.2), que foi percebido através da analise e comparacdo dos espectros do
glifosato puro e das microesferas (ME3). Esta diferenca € uma forte evidéncia da
interacdo entre o PCL e o glifosato nas microesferas formadas. A forte interagéo
entre o glifosato e o PCL indica que as microesferas formadas de PCL néo
encapsularam simplesmente o herbicida, mas que muito provavelmente existe uma
interacdo dos mesmos, ou ainda glifosato presente na superficie das mesmas
(Mohamed, Gordon, Biresaw, 2007; Tang, Cheng, Ma, 2006). Os espectros de
infravermelho das ME1 e ME2 mostraram-se semelhantes ao das ME (sem
glifosato) e do polimero puro, provavelmente por apresentarem uma menor
concentracdo de glifosato incorporado, ndo sendo detectadas as bandas

caracteristicas do herbicida por esta técnica.

5.4. Eficiéncia de Incorporacao do Glifosato nas Microesferas

A avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo (El) do glifosato nas microesferas
foi determinada de trés modos diferentes: determinacdo espectrofotométrica de
glifosato, determinagdo por termogravimetria e por analise elementar. Na

determinacdo espectrofotométrica a partir da construcdo de uma curva analitica a
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quantidade glifosato incorporado foi obtida através da diferenca entre a quantidade
livre (ndo incorporada) e quantidade utilizada na formulacédo, e tem seus resultados
apresentados na secdo 5.4.1. Os resultados por termogravimetria, bem como por
analise elementar estdo apresentados na secao 5.4.2. A partir da termogravimetria
0os resultados foram obtidos através da comparacdo dos termogramas das
microesferas e do polimero puro e na analise elementar utilizando a quantidade de

nitrogénio presente nas microesferas.

5.4.1. Determinacao espectrofotométrica do glifosato e avaliacdo da

eficiéncia de incorporacgéo

A Tabela 5.3 apresenta as eficiéncias de incorporacdo obtidas para as
diferentes formulagdes e o respectivo tamanho de particula. Pode-se observar que o
sistema com maior quantidade de glifosato em sua formulacdo (ME3) obteve uma
maior eficiéncia de incorporacdo de 30,9%, e que o aumento de glifosato nas
formulacbes acarretou em valores maiores de eficiéncia de incorporacdo do

herbicida nas microesferas formadas de polimero.

Tabela 5.3. Determinagé&o da eficiéncia de incorporacdo pelo método da ninidrina.

Material Glifosato teorico(%) El (%) glifosato incorporado?(%) Diametro (um) £ SD
PCL - - - 1,7+0,5
ME1 10 54 0,5 35+1,0
ME2 20 14,6 29 3,5+0,6
ME3 30 30,9 9,3 29+0,6

lquantidade % de glifosato (tedrico) em relagcdo a massa de polimero na formulagéo; 2quantidade %
de glifosato em relacéo a massa de polimero incorporado nas microesferas. (Cada valor é a média de

3 amostras).
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A partir da técnica utilizada para quantificacdo do glifosato incorporado, bem
como, eficiéncia de incorporacdo do mesmo nas microesferas, pode-se afirmar que
apesar da eficiéncia de incorporacdo de 30,9 % ser inferior a encontrada na
literatura (Kulkamp et al., 2009), para o PCL com outro principio ativo (77 a 90%),
que esta se mostrou maior para formulagbes contendo concentragcdes mais
elevadas de agente ativo, corroborando com os resultados encontrados na literatura
(Kulkamp et al., 2009). A taxa de incorporacdo é afetada pela quantidade de
herbicida adicionada na formulag&o, assim como, em estudos realizados com poli(e-
caprolactona), ou outros polimeros, que também demonstraram um aumento
percentual de incorporacdo em micro e hanoparticulas com o aumento da
concentragdo de principio ativo inicialmente adicionado as formula¢des (Kulkamp et

al., 2009).

Quando comparada a El obtida no presente trabalho, com estudos que
encapsularam herbicidas tiazidicos em nanocapsulas de PCL, os valores também
estdo abaixo, segundo Grillo e colaboradores (2012) eficiéncias em torno de 85%
foram obtidas. Porém ao se comparar com trabalhos que utilizaram a técnica de
emulsdo seguida de evaporacdo do solvente, os valores alcancados para El estédo
acima do esperado para esta técnica, uma vez que estudos apontam ter obtido
valores maximos de 9,8% de EE para microparticulas de PHBV, e consideraram
este valor como sendo apropriado para microparticulas poliméricas (Farago et al.,
2008).

Considerando que no presente trabalho foram encontradas eficiéncias de
incorporacao de 5,4 a 30,9%, pode-se afirmar que se obteve valores consideraveis
de El para o glifosato em microesferas de PCL. E comparando a quantidade de
glifosato incorporado nas ME3 em relagdo a massa de polimero, de 9,3%, este
também foi superior ao valor encontrado na literatura (7,9%) para incorporacao

deste herbicida em micro e nanoesferas de silica (Liu et al., 2012).
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Comparando os resultados apresentados na tabela 5.3 com os da tabela 5.1,
observa-se que as microesferas ME1 e ME2 apresentaram um tamanho médio de
3,5 ume El de 5,4 e 14,6 %, respectivamente. Entretanto, as ME3 apresentaram um
menor tamanho médio de 2,9 um e uma maior El de 30,9 %. Portanto, com o
aumento da El do glifosato houve uma diminuicdo no tamanho médio das
microesferas formadas, o que se assemelha aos resultados encontrados na

literatura mencionados anteriormente (Farago et al., 2008).

O procedimento de lavagem para remocgao do agente tensoativo residual,
PVA, utilizado para a formacdo das microesferas também foi avaliado, com a
finalidade de investigar se este procedimento ndo removia o herbicida, ocasionando
uma reducdo na eficiéncia de incorporacdo das microesferas. A partir da curva
analitica obtida, e a partir dos testes realizados em triplicata no residuo de lavagem,
pos-centrifugacdo, pode-se afirmar que tal procedimento nédo interferiu na El, pois

nao foi identificada a presenca de glifosato na 4gua de lavagem das microesferas.

5.4.2. Andlises termogravimétrica e elementar das microesferas e

avaliacéo da eficiéncia de incorporacgao

O Apéndice A mostra a curva de decomposicao térmica (TG e DTG) obtida
para o PCL puro. A degradacao térmica acontece em um processo unico de perda
de massa, o qual se inicia em aproximadamente 346 °C e atinge a maxima
velocidade de degradacdo em 443 °C, valores proximos aos encontrados na
literatura (Mohamed, Gordon, Biresaw, 2007). O residuo final em 492 °C
corresponde a cerca de 1,6% da massa inicial da amostra. A degradacao térmica
das microesferas (ME3) (Apéndice B) se inicia em aproximadamente 275 °C, ou
seja, em uma temperatura aproximadamente 71 °C mais baixa do que a do polimero
puro, corroborando com a literatura (Mainardes, Gremido, Evangelista, 2006). As
microparticulas, estdo mais expostas a degradacao térmica, devido a sua dimensao

micrométrica, que faz com que a area superficial de troca térmica seja maior, em
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relacdo ao polimero. Logo, as microesferas de PCL/Glifosato apresentaram menor
estabilidade térmica do que o polimero puro e com isso, degradam mais facilmente
(Mainardes, Gremido, Evangelista, 2006). Para as microesferas ME3, nao foi
observado o aparecimento do evento térmico de decomposicdo caracteristico do
glifosato. Este comportamento térmico sugere que ocorreu uma interacdo do

herbicida com o polimero, conforme literatura (Mendes, 2011).

A eficiéncia de incorporacdo do herbicida nas microesferas poliméricas
formadas de PCL foi determinada através da perda de massa a 600 °C e realizando
uma comparacao com a perda de massa encontrada para o polimero puro conforme
literatura (Tang, Cheng, Ma, 2006). A diferenca encontrada (Figura 5.4) sugere que
a particula (ME3) é constituida de aproximadamente 9,1% de glifosato.
Considerando que durante a reacédo de formacdo das mesmas adicionou-se uma
concentracdo inicial de 30% de glifosato em relacdo a massa de polimero, pode-se
calcular que a eficiencia de incorporacao de glifosato nas microesferas ME3 é de
30,3%. Para as ME1 e MEZ2, os resultados apresentados a partir da analise
termogravimetrica (Apéndice C e D) revelaram que estas sdo constituidas de 6,7% e
de 7,6% de glifosato, respectivamente, com eficiéncias de incorporacédo de 67% e
de 38%, resultados que ficam distantes dos encontrados a partir da andlise

espectrofotométrica.

Considerando os resultados encontrados no presente trabalho e comparando
a quantidade de glifosato incorporado nas ME3 em relagdo a massa de polimero, de
9,1 %, com os valores encontrados na literatura, de 7,9% para incorporacao deste
herbicida (Liu et al., 2012) pode-se afirmar, que obteve-se uma taxa consideravel de

associacao do glifosato com o PCL.
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Figura 5.4. Termogramas do PCL puro e das ME3.

Para estimar a quantidade de glifosato incorporado na matriz polimérica de
PCL, além da andlise termogravimétrica das microesferas, foram realizadas analises
elementares do PCL puro (C = 61,43%; H = 8,46% e N = 0,02%) e das ME2 (C =
61,55%; H = 8,27% e N = 0,35%) para confirmar os dados obtidos por TGA,
conforme literatura (Monteiro et al., 2017). A incorporacao de glifosato foi estimada
em aproximadamente 4,0% a partir da analise elementar do nitrogénio, esse dado é
préximo do valor encontrado na analise espectrofotométrica (2,9%) e comparavel ao
encontrado por TGA (7,6%), levando a um valor para eficiéncia de incorporacdo de
19,9 % para as ME2.

5.5. Propriedades Térmicas das Microesferas de PCL/Glifosato

Comparando a temperatura de transicdo vitrea do PCL puro de -64 °C

(Apéndice E), com a T4 das microesferas (Apéndice |) que apresentaram uma maior
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carga de glifosato incorporada (ME3) conforme resultados apresentados na segao
5.4.1 e 5.4.2, observou-se uma reducao de 10 °C (Tg= -74 °C). Em trabalho de
Farago e colaboradores (2008), também se verificou uma reducdo na temperatura
de transicdo vitrea quando comparadas as microesferas obtidas com o polimero
puro. Além disso, quando uma baixa quantidade de glifosato foi carregada (ME1)
(Apéndice G), ndo foram observadas alteracdes no perfil DSC, comparando-se com
os dados térmicos para o PCL, este resultado também est4d de acordo com a

literatura (Farago et al., 2008).

Conforme a Tabela 5.4, que apresenta os resultados da andlise térmica do
PCL puro (Apéndice E), das microesferas de PCL (ME) (Apéndice F) e das
microesferas de PCL com glifosato (ME1, ME2 e ME3), obtidos por DSC (Apéndice
G, H e I), pode-se afirmar que a temperatura de cristalizagcdo das microesferas
(ME3) em relacdo ao polimero puro apresentou um aumento de 7 °C e a de fuséo
uma reducdo de 5 °C, sendo a entalpia de fusdo (AHm) das microesferas (ME3)
maior do que para o PCL. Esses valores de AHm tem relagdo com a cristalinidade
do polimero, quanto mais altos mais cristalino serd o polimero. Sendo que, a
porcentagem de cristalinidade calculada para o PCL puro corrobora para os dados
encontrados na literatura (Rosa, Penteado, Calil, 2000; Mohamed, Gordon, Biresaw,
2007).

Observa-se que a temperatura de fusdo do PCL diminui com a adicdo de
glifosato (Tabela 5.4). Isto é um fator importante, uma vez que para polimeros
semicristalinos a diminuicdo do ponto de fusdo € um método muito utilizado para se
estudar a miscibilidade entre os componentes do polimero, pois, uma vez que
ocorra alguma miscibilidade entre os componentes do polimero ha uma diminuigdo
da temperatura de fusdo no equilibrio. Em relacdo a entalpia de fusdo, pode-se
notar (Tabela 5.4) que ha indicios de que esta aumenta com a adi¢do de glifosato
(ME1, ME2 e ME3) e, consequente, a cristalinidade que também apresenta o

mesmo comportamento. Sugere-se que este efeito esteja relacionado ao aumento
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da compatibilidade do PCL com o glifosato, avaliacdo realizada com base na
literatura (Borghesi et al., 2016). No entanto, os dados obtidos ndo séao suficientes
para suportar essa afirmacgéo, pois ndo foram feitas repeticdes do DSC, a fim de se

avaliar se este comportamento se repetiria.

Tabela 5.4. Propriedades térmicas e grau de cristalinidade

Material | Tc (°C) Tg (°C) Tm (°C) | AHm (J/Q) Xe (%)

PCL 20,18 -64,20 55,14 43,85 32,24
ME 25,53 -63,60 54,38 43,22 31,78
ME1 17,83 -64,12 54,94 46,23 34,16
ME2 25,43 -64,05 55,89 50,12 37,95

ME3 27,11 -74,41 50,20 53,24 43,16

As microesferas (ME2) foram caracterizadas pela técnica de difracdo de
raios- X (DRX) para verificar a cristalinidade das mesmas. As curvas de DRX (Figura
5.5) apresentam a contribuicdo de duas fases, cristalina e amorfa. Determinou-se o
ajuste das curvas lauresianas geradas a base dos picos de difracdo, de forma a
estimar o espalhamento amorfo e cristalino. Estes ajustes foram realizados no
software Origin 6.0., revelando que a curva Lauresiana modela de modo aceitavel os
dados, uma vez que conferiu valores de 0,95 a 0,99 para o coeficiente de
correlacdo. Os resultados obtidos para o PCL e para as ME2 foram de 38 e 33%,
respectivamente, o que discorda da afirmacdo de que a cristalinidade tenha
aumentado, pois a partir dessa técnica a mesma diminuiu com a adicéo de glifosato.
Contudo, fica evidente que os valores obtidos por ambas as técnicas sao
comparaveis entre si, o que concorda com informac¢des encontradas na literatura
(Balu et al., 2011; Borjigin et al., 2013).

Pequenas diferencas nos resultados podem ser justificadas pelas diferencas

no tratamento da amostra nas técnicas utilizadas (DSC e DRX). A quantificacdo da



84

cristalinidade pelo método Optico baseia-se na reflexdo do raio X na superficie da
amostra e a sua intensidade € captada pelo receptor, enquanto no DSC é o calor
total necessério para a fusdo completa dos cristalitos que é quantificada,
necessitando a amostra ficar sob efeito de temperatura. Estudos consideram que a
técnica de DSC apresenta uma estimativa mais precisa da cristalinidade do material

(Imane et al., 2015).
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Figura 5.5. DRX do PCL puro e das ME2.

5.6. Cinética de liberacao do glifosato das microesferas em meio aquoso

Na avaliagéo do perfil de liberagdo do glifosato das microesferas, observou-se
gue transcorridos 360 minutos aproximadamente 17% do herbicida foi liberado para
0 meio (Figura 5.6), solucdo de CaCl2 0,01 M em temperatura ambiente sendo
necessario um maior tempo de monitoramento para garantir a taxa de liberacdo de
glifosato tenha sido estabilizada no meio testado. Em testes realizados com glifosato
livre em solugéo de CaClz 0,01 M em um periodo total de 10 horas, com intervalos

10 minutos na primeira hora, e de 1 h nas seguintes, confirmou-se ndo haver
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interacdo do herbicida com o meio, uma vez que os valores obtidos foram proximos

da concentracgao inicial de 5 um/mL testada (valor manteve-se constante).

Glifosato liberado (%)

0 50 100 150 700 750 30

Tempo (min)

Figura 5.6. Liberacdo cumulativa de glifosato das microesferas de PCL (n=3).

Contudo, o resultado obtido mostrou-se semelhante ao encontrado por Silva e
colaboradores (2010b) onde 20% do herbicida clomazone foi liberado em 240
minutos de ensaio de liberagdo. E em trabalho publicado por Grillo e colaboradores
(2012), as nanocapsulas poliméricas de PCL com simazina liberaram 25% do
herbicida apds 5 dias de experimento, a pequena quantidade liberada foi atribuida a

hidrofobia da simazina, ou ainda, a forte interagcdo com o PCL.

Com o objetivo de caracterizar o fenbmeno de transporte de liberacdo do
glifosato das microesferas, utilizou-se o0 modelo tedrico descrito por Korsmeyer-
Peppas para liberacdo de agentes ativos de matriz polimérica, conforme literatura
(Melo et al.,, 2010). Através da linearizacdo da Equacdo (4.4) do modelo de

Korsmeyer-Peppas, obtém-se a Equacéo (5.1):
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In M, =Ink +nlint (5.1)
M

o0

A partir da construcdo do grafico de In M/M- em funcéo de In t (Figura 5.7),
gue fornece o expoente de liberacdo (n) e a constante de liberagéo (k), sendo que n
é o coeficiente angular da reta e In k o coeficiente linear, obteve-se um R? = 0,996,
k= 194,8 min" (constante da taxa de liberag&o), n = 0,50 (expoente de liberacao),
para um primeiro momento. E em um segundo momento, obteve-se um R? = 0,992,
k= 859,2 min™ (constante da taxa de liberagdo) e n = 0,84 (expoente de liberaco).
A significancia estatistica obtida esta de acordo com a literatura, que utilizou o
mesmo modelo para liberacdo do herbicida atrazina em solucdo de CaClz (Avila et
al., 2009). A partir deste estudo pode-se constatar que o glifosato associado as
microesferas de PCL é liberado pelo transporte anémalo ndo governado pela
difusdo de Fick, que ocorre em dois momentos, e este fenbmeno pode ser bem

representado pelas Equagdes 5.2 e 5.3, conforme literatura (Melo et al., 2010):

Mt 0,50
- = 1948t 52)

0

M
r»Tt — 859,2¢ 084 (5.3)

Lesl
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Figura 5.7. Gréfico de In Md/Mint em funcao de In t (Modelo de Korsmeyer-Peppas).

Este resultado torna-se interessante, uma vez que esta alteragao no perfil de
liberacdo pode acarretar em diversos fatores positivos na utilizacdo deste herbicida,
dentre eles destacam-se: a reducdo da quantidade de substancia quimica
necessaria para o controle de pragas; diminuicdo do risco de contaminacéo
ambiental; reducdo da quantidade de energia gasta (uma vez que se reduz o
namero de aplicacbes necessarias comparadas as formulagdes convencionais),
aumento na seguranca das pessoas responsaveis pela aplicacdo do produto no

campo, além de outros.

Portanto, a hipotese inicial do presente estudo, esta confirmada, tendo em
consideracao os resultados encontrados, bem como as correlagdes, uma vez que a
avaliacdo da liberacdo do glifosato pode ser bem representada pela equacgéo
descrita por Korsmeyer-Peppas para liberacdo de principios ativos de sistemas
poliméricos, revelando um resultado semelhante aos encontrados na literatura para
outros herbicidas (Silva et al., 2010b; Grillo et al., 2012). Em trabalho de Grillo e
colaboradores (2012), a andlise do perfil de liberacdo para nanocépsulas de
herbicidas triazinicos utilizando o modelo de Korsmeyer Peppas, mostrou que o

herbicida é liberado destas por um processo de transporte governado por processos
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cinéticos ndo Fickiniano, uma vez que apresentaram um expoente de liberacdo de
0,87 para a simazina e de 0,99 para a ametrina. Silva e colaboradores (2010b)
estudaram nanoparticulas de alginato contendo clomazone, obtidas pela técnica de
dupla emulsificacdo seguida de evaporacdo do solvente, a andlise do perfil de
liberacdo utilizando o modelo de Korsmeyer-Peppas mostrou que o clomazone é
liberado destas por um processo de transporte governado por processos cinéticos

nao Fickiniano.

5.7. Eficiéncia agrondmica das microesferas em semestres de arroz

O comportamento das microesferas de PCL/Glifosato, frente ao herbicida
livre, foi avaliado através de bioensaios, para verificar se o glifosato estava sendo
liberado das microesferas, e ainda, se apresenta um comportamento diferente do
livre (controle negativo), sendo que, a agua foi utilizada como controle positivo no
bioensaio. Trés variedades de sementes de arroz foram submetidas ao teste de
germinacao, sendo duas mutantes, tecnologia Clearfield (CL), PUITA INTA CL e
GURI INTA CL, e uma convencional (IRGA 424). As alteracbes no comportamento
de diferentes cultivares de arroz convencional e mutante foram estudadas em
substrato umedecido com solu¢des de microesferas com glifosato incorporado e de
glifosato livre, ambas com a concentracdo de 0,03% e.a. O primeiro bioensaio foi
realizado em agosto e o segundo em outubro de 2016. Considerando como plantula
normal apenas as plantulas que apresentaram raiz principal, raizes seminais e

caule, conforme descrito no item 4.6 da metodologia.

Para a aplicacdo das Tabelas de Tolerancia (Anexo A e B) é importante que
os testes tenham sido executados de acordo com as especificacdes prescritas pela
RAS. Para comparar resultados entre testes, calcula-se a média dos resultados e
localiza-se na tabela, na coluna correspondente, o valor dessa média. O valor da
toler&ncia permitida & obtido na linha correspondente a média e na coluna referente

a probabilidade, numero de testes ou de repeti¢cdes utilizado. Se a diferenca entre
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os resultados comparados ndo exceder a tolerancia indicada na tabela, a variagéo €
considerada nao significativa e aceitavel. Quando o objetivo é a comparacdo do
resultado de uma determinacdo com um padréo estabelecido, localiza-se o valor
desse padrdo na primeira coluna da tabela. O valor da tolerancia permitida € obtido
na mesma linha e na coluna adequada para o caso, conforme a probabilidade, tipo
de semente e numero de sementes utilizado. Se a diferenca entre o resultado
comparado e o padrdo ndo exceder a tolerancia indicada na tabela, a variacdo é
considerada nao significativa e o resultado é considerado dentro do padrdo. Nas
comparacdes entre resultados de testes ou de resultados com padrdes
estabelecidos, recomenda-se 5% de probabilidade. Outras probabilidades menores
que 5% (1,0 ou 2,5%) sao apresentadas nas tabelas de tolerancia para o teste de
germinacao (Brasil, 2009).

Para a cultivar IRGA 424 (convencional) obteve-se 57% e 49% de
germinacao, nos bioensaios 1 e 2 (realizados apenas com agua), respectivamente,
resultando em uma média de germinacdo de 53%, com uma diferenca entre os
resultados de 8%, no Anexo A (secdo 4.6) (Coluna A), a média encontra-se no
intervalo 51 - 59, com tolerancia 11 (Coluna C). Como a diferenca (8) € inferior a
tolerancia (11), os resultados sdo compativeis. Logo, o teste é valido, pois mostrou-
se reprodutivel de acordo com a tolerancia permitida a nivel de 5% de probabilidade,
de acordo com a RAS (Brasil, 2009).

Para a cultivar PUITA INTA CL (mutante) obteve-se 32% e 59% de
germinacao, nos bioensaios 1 e 2 (realizados apenas com agua), respectivamente,
resultando em uma média de germinacdo de 46%, com uma diferenca entre os
resultados de 27%, no Anexo A (Coluna A), a média encontra-se no intervalo 42 -
50, com tolerancia 11 (Coluna C). Como a diferenca (27) é superior a tolerancia
(11), os resultados ndo sdo compativeis. Logo, o teste ndo é valido, pois ndo esta de

acordo com a tolerancia permitida a nivel de 5% de probabilidade.
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Para a cultivar GURI INTA CL (mutante) obteve-se 63% e 71% de
germinacao, nos bioensaios 1 e 2 (realizados apenas com agua), respectivamente,
resultando em uma média de germinagdo de 67%, com uma diferenca entre os
resultados de 8%, no Anexo A (Coluna A), a média encontra-se no intervalo 60 — 69,
com tolerancia 10 (Coluna C). Como a diferenca (8) é inferior a tolerancia (10), os
resultados sdo compativeis. Logo, o teste € valido, pois mostrou-se reprodutivel de

acordo com a tolerancia permitida a nivel de 5% de probabilidade.

Com os resultados apresentados, para as diferentes cultivares, realizados
como controle positivo (apenas com agua) pode-se conferir um padrdo para
caracterizar uma plantula normal, para as cultivares IRGA e GURI (Tabela 5.5). Uma
vez que os bioensaios realizados para estas cultivares se mostraram compativeis a
nivel de 5% de probabilidade, de acordo com a RAS (Brasil, 2009). Para cultivar
PUITA INTA CL néo foi possivel conferir um padrdo. Os resultados para esta
variedade ndo foram compativeis, uma vez que a analise estatistica apontou o teste

como nao valido.

Tabela 5.5. Caracteristicas de uma plantula normal para as cultivares IRGA e GURI

Cultivares | Plantula Normal | Tamanho médio (cm) | DP | CV (%)
Raiz principal 6,99 0,34 4,86

IRGA 424 | Raizes seminais 1,64 0,17 10,35
Caule 4,84 0,74 | 15,19

GURI Raiz principal 7,29 0,95 13,00
INTA CL | Raizes seminais 2,62 0,23 8,90
Caule 6,43 0,69 10,78

Cada valor é a média de duas repetig6es de 100 sementes.

CL= Clearfield, DP=Desvio Padréo e CV= Coeficiente de Variac&o.

O padrao de tamanho médio determinado a partir dos bioensaios, para a raiz
principal, raizes seminais e caule de uma plantula normal das cultivares IRGA e
GURI, apresentou conforme andlise estatistica, desvios padrdes inferiores a 1, e

coeficientes de variagao inferiores a 15,19 % o que caracteriza as amostras como
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homogéneas, e os valores considerados, padrdes aceitaveis (Barbieri, et al., 2010;
Mendonca et al., 2014).

No bioensaio realizado em substrato umedecido com a solucdo de
microesferas e de glifosato com a concentragéo de 0,03%, ndo se obteve plantulas
normais para as diferentes variedades de sementes testadas. Porém, pode-se
observar que no ensaio realizado com o glifosato livre, ap6s 14 dias ndo foram
formados nenhum dos trés sistemas principais analisados (raiz principal, raizes

seminais e caule), nas trés variedades estudadas.

J& no teste realizado com a solucéo de microesferas, apesar de também néo
resultar em nenhuma plantula normal, as trés variedades de sementes
apresentaram uma formacéo inicial de raiz principal, possivelmente formacédo da
radicula, que muito provavelmente foi inibida com o passar do tempo do ensaio,
uma vez que o tamanho maximo de raiz obtido para variedade PUITA foi de 2 cm. A
inibicdo da formacdo do sistema radicular com a auséncia de raizes seminais e
inibicdo do desenvolvimento da raiz principal deve-se principalmente a liberagdo do

glifosato das microesferas apés transcorrido um periodo inicial do bioensaio.

O local de aplicacéo ideal deste herbicida, o glifosato, sdo as folhas e partes
aéreas das plantas, conforme literatura, e os sintomas aparecem de 5 a 10 dias
apos a aplicacdo, que deve ser realizada na planta em condicbes de transporte
(Oliveira Jr et al., 2011). Para a IRGA 424 ndo houve formagéo de caule (sistema
aéreo da plantula) lembrando que esta € a variedade convencional, ou seja, nao
modificada, n&o tolerante a herbicida, e para a variedade PUITA INTA CL (mutante)
da semente de arroz, que é modificada, uma semente mais forte e que suporta
condi¢cbes adversas, houve a formacao de 1 caule de 1,5 cm, o que corrobora para

a literatura (Oliveira Jr et al., 2011).
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Na cultivar GURI INTA CL (mutante), que é a semente de arroz mais forte das
trés estudadas, sendo considerada tolerante ao herbicida do grupo quimico das
imidazolinonas, ocorreu a formacao de 13 caules de até 2,5 cm, por bioensaio. Este
bioensaio foi realizado com uma duplicata de 100 sementes, e como ndo pode-se
dizer que obteve-se plantulas normais, ndo foi possivel aplicar um tratamento
matematico nos dados obtidos (Anexo B, secéo 4.4), sendo os mesmo qualitativos e
passiveis de um novo estudo mais detalhado. A inibicdo, bem como a auséncia de
caule, deve-se principalmente a liberacdo do glifosato das microesferas apos
transcorrido um periodo inicial do bioensaio, uma vez que os caules formados néo
atingiram o valor padrdo para duracdo do teste realizado que deveria ser de

aproximadamente 6,43 cm (Tabela 5.5).

Tendo como objetivo avaliar se o herbicida incorporado seria liberado das
microesferas, e que neste caso as sementes ndo apresentariam plantulas normais
conforme literatura (Pereira et al.,, 2009), pode-se afirmar que no periodo de
realizacdo deste bioensaio, 14 dias, o herbicida foi liberado em quantidade
suficiente, uma vez que, as espécies testadas ndo germinaram. Lembrando que
todas as espécies testadas sdo sensiveis ao herbicida incorporado nas
microesferas. Contudo, ndo foi possivel avaliar o bioensaio estatisticamente
procedendo a analise de variancia e o teste de médias de Tukey, em nivel de 5 %

de probabilidade proposto pela literatura (Pereira et al., 2009).

Uma vez que, o herbicida utilizado (glifosato), ndo é recomendado para o
sistema Clearfield (CL), pois esta tecnologia torna as sementes tolerantes ao
herbicida pertencente ao grupo quimico das Imidazolinas (Barbieri et al., 2010),
sugere-se realizar testes com solucbes de menor dosagem de glifosato livre e
incorporado em microesferas observando as concentracdes utilizadas para
herbicidas do grupo das imidazolinonas (Barbieri et al., 2010). Com a finalidade de
avaliar estatisticamente este bioensaio, lembrando que estes foram realizados

conforme dosagem Gtima obtida na literatura para o glifosato para investigar
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sementes de soja convencional e trangénicas (Funguetto et al., 2004; Cunha et al.,
2005; Pereira et al., 2009). Mas, pode-se dizer que o glifosato incorporado nas
microesferas revelou um comportamento distinto, quando comparado ao herbicida
livre, em uma avaliacdo de eficiéncia agronbmica preliminar apresentada neste
estudo, o que torna a producdo de microesferas de glifosato potencialmente
aplicavel, como uma tecnologia para liberacdo controlada de herbicidas
organofosforados. As microesferas que carregam glifosato serdo degradadas com o
tempo por serem constituidas por um polimero biodegradavel, assim liberando o
herbicida aos poucos, sendo mais eficiente e menos téxica do que o herbicida livre,
uma vez que tornara possivel utilizar-se uma quantidade menor para se conseguir o
mesmo efeito, pois se acredita que o herbicida ficar4 protegido de intempéries
(Souza et al., 2012).

Este estudo fornece subsidios para avaliacbes posteriores destes sistemas
contendo herbicida glifosato em matrizes ambientais, abrindo assim perspectivas do
uso de microesferas poliméricas para fins agricolas, uma vez que estes sistemas
podem acarretar em diversos fatores positivos, entre eles, reducao da quantidade de
substancia quimica necessaria para o controle de pragas; diminuicdo do risco de
contaminacao ambiental; reducdo da quantidade de energia gasta (reduz o numero
de aplicacBes necessarias comparadas as formulacées convencionais); aumento na
seguranca das pessoas responsaveis pela aplicacdo do produto no campo, entre

outros.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que através da técnica de emulsdo multipla e evaporacdo do
solvente foi possivel produzir microesferas a partir do polimero PCL com glifosato.
Estas apresentaram a forma de esferas sélidas e os tamanhos médios de 3 um +
0,6 um (ME3). Foi possivel incorporar 9,3% de glifosato em relacdo a massa de
polimero nas particulas formadas, uma vez que a El quantificada utilizando a técnica
de UV-vis, revela que foi possivel incorporar até 30,9% da quantidade inicial (30%)

adicionada durante a reacao de formacao das microesferas (ME3).

A EI do herbicida nas microesferas de PCL/glifosato também foi determinada
através da termogravimetria, revelando que a particula (ME3) é constituida de
aproximadamente 9,1% de glifosato e EI de 30,3%, valor proximo ao encontrado por
UVvis. Para as ME1 e ME2, os resultados apresentados a apartir do TGA revelam
gue estas sdo constituidas de 6,7% e de 7,6% de glifosato, respectivamente, com
eficiéncias de incorporagéo de 67% e de 38%, resultados distantes dos encontrados

a partir da caracterizacao realizada por Uwvis.

Para estimar a quantidade de glifosato suportada pela matriz polimérica de
PCL, também foram realizadas andlises elementares do PCL puro e das ME2, com
o intuito de confirmar os dados obtidos por TGA. A incorporacdo de glifosato foi
estimada em aproximadamente 4,0%, a partir da analise do nitrogénio, esse dado é
préximo do valor encontrado na analise por Uwis (2,9%) e comparavel ao

encontrado por TGA (7,6%), acarretando em um valor para El de 19,9 % (ME2).
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A partir das técnicas utilizadas para quantificagcdo do glifosato incorporado
(UVvis, TGA e CHN), bem como, ElI do mesmo nas microesferas, pode-se afirmar
que a taxa de incorporacdo é afetada pela quantidade de herbicida adicionada na
formulacdo, demonstrando que com o aumento da concentracdo de glifosato existe
um aumento de sua incorporacdo nas microesferas. Observou-se também,
comparando os resultados de tamanho de particula e EI para as microesferas ME1,
ME2 e ME3, que apresentaram um tamanho médio de 3,5 um, 3,5 ume 2,9 um e El
de 5,4%, 14,6 % e 30,9%, respectivamente, que com o aumento da El do glifosato

houve uma diminui¢gdo no tamanho médio das microesferas formadas.

A temperatura de transic¢ao vitrea do PCL, bem como, a de fusdo diminui com
a adicao de glifosato. Em relacéo a entalpia de fusédo, pode-se notar que ha indicios
de que esta aumenta com a adicdo de glifosato (MEl1, ME2 e ME3),
consequentemente a cristalinidade também apresenta o mesmo comportamento, e

ainda, valores semelhantes para a cristalinidade foram obtidos por DRX.

O comportamento das microesferas de PCL/Glifosato frente ao herbicida livre
foi avaliado através de bioensaios, evidenciando a liberacdo do herbicida no periodo
de sua duracdo (14 dias). Pode-se dizer que o glifosato incorporado nas
microesferas revelou um comportamento distinto, quando comparado ao herbicida
livre, em uma avaliacdo de eficiéncia agrondmica realizada neste estudo, o que
torna a producao de microesferas de glifosato potencialmente aplicavel, como uma

tecnologia para liberacéo controlada de herbicidas organofosforados.

Na avaliagéo do perfil de liberagao do glifosato das microesferas, observou-se
gue transcorridos 360 minutos aproximadamente 17% do herbicida foi liberado para
0 meio, solucdo de CaCl2 0,01 M em temperatura ambiente. E ainda, que o modelo
tedrico descrito por Korsmeyer-Peppas € adequado para caracterizar o fendmeno de
transporte de liberacdo do glifosato das microesferas, revelando um transporte

andmalo ndo governado pela difusao de Fick.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Na continuidade deste trabalho poder-se-ia:
- Estudar a sorcéo do glifosato no solo, uma vez que, tal mecanismo afeta a sua
absorcédo pelas raizes de plantas daninhas e os processos de sua dissipacao, tais
como: degradacdo biologica, volatilizacdo, lixiviacdo e transporte por eroséo
hidrica;
- Desenvolver outra técnica para quantificacdo do glifosato nas microesferas;
- Estudar o comportamento de outros herbicidas incorporados as microesferas;
- Avaliar a eficiéncia agrondmica em mudas de ervas daninhas;
- Testar preparar particulas com PCL de menor massa molar;

- Estimar o tempo de degradacéo das microesferas com herbicida incorporado;

- Avaliar diferentes concentragdes de glifosato.
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Anexo A. Teste de Germinacdo (plantulas normais, anormais, sementes duras,

dormentes e mortas).

Percentagem média Tolerdancia Percentagem média Tolerdncia
Mais que 50% Menos gue 50% Mais que 50% Menos gue 50%
A B C A B C
] 2 2 82-86 15-1% 7
97 -9g -4 3 T6—81 20-23 g
94— 94 i-7 4 T-73 26-31 9
a1 -93 g-10 5 60 — 69 j2-41 10
B7-190 11-14 1 31-3% 42-30 11

Fonte: Brasil, 2009
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Anexo B. Teste de Germinacédo (plantulas normais) e Tetrazdlio (sementes viaveis).

Padriio (%) Tolerincia
400 sementes 200 sementes
A B C D E F
(51 -99) (menor gue 51)
Probabilidade (%) Probabilidade (%)

5 1 5 1

29 2 1 2 2 3
o8 3 2 3 3 4
7 4 2 3 3 4
a4 5 2 4 4 3
a3 6 3 4 4 &
a4 7 3 4 4 @
Q3 8 3 5 5 T
az 9 3 5 5 7
a1 10 4 5 5 3
an 11 4 i & 3
&9 12 4 6 & 3
&8 13 4 & & a
87 14 4 6 & a
Ba 15 5 7 7 a
g3 16 3 7 7 10
B4 7 5 7 7 10
g3 18 5 7 7 10
2 14 5 7 7 11
g1 20 3 2 & 11
&0 21 5 b & 11
79 22 i 3 g 11
78 23 i 2 g 1z
77 24 & 3 g 12
7 25 i 3 8 12
75 26 & g a 12
74 27 i g g 12
73 28 i g o 13
72 24 i g g 13
71 30 i g o 13
70 il 7 9 o 13
69 32 7 g 10 14
68 33 7 10 10 14
7 34 7 10 10 14
66 33 7 10 10 14
a3 36 7 10 10 14
64 37 7 10 10 14
3 38 7 10 10 13
2 34 7 10 10 15
a1 40 7 10 10 13
A 41 7 0 10 15
30 2 7 11 11 13
38 43 7 i1 i1 15
37 44 2 11 11 13
36 45 b i1 i1 13
35 46 2 11 11 13
34 7 b i1 i1 16
33 48 2 11 11 16
52 44 2 11 11 16
i 50 2 11 11 16

Fonte: Brasil, 2009.
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Deriv. Massa (%/°C)
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Apéndice A. Termograma do PCL.
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Apéndice G. Curva de DSC das MEL1.
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