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RESUMO

CASTRO, Vander Alencar de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa — Campus de Rio Paranaiba,
fevereiro de 2019. Filmes hibridos de alginato de sodio e Hidréxidos Duplos Lamelares
intercalados com acido 1-naftalenoacético para uso na agricultura. Orientador: Jairo Tronto.
Coorientador: Willian Rodrigues Macedo.

A utilizacdo de auxinas € uma excelente alternativa para melhorar o desenvolvimento fisiolégico de
plantas, mesmo que os modos de aplicacdo sejam ineficientes em alguns casos. Assim, encontrar
alternativas para a aplicacdo homogénea e para a liberacdo sustentada das mesmas se faz necessario.
Nesse sentido, os objetivos deste trabalho foram sintetizar e caracterizar Hidréxidos Duplos
Lamelares (HDLs) de zinco e aluminio com diferentes razdes molares entre esses cations,
intercalados com &cido 1-naftalenoacético (ANA), avaliar a taxa de liberacdo in vitro da auxina
pura e intercalada em solucdes aquosas com diferentes valores de pH e realizar bioensaios em dgar
e vasos com solo. Os HDLs foram sintetizados utilizando o método de coprecipitacio a pH
constante. A caracterizacdo dos materiais sintetizados ocorreu por meio de um conjunto de técnicas
de analises, dentre elas: DRXP, FTIR-ATR, TGA-DSC-MS, ASE, MEV e analise elementar. O
Zn,Al-ANA-HDL foi avaliado em estudos de liberacdo in vitro. Para a realizacdo dos bioensaios,
sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.) utilizadas como planta teste, foram recobertas com
filmes poliméricos contendo Zn,Al-ANA-HDL. Os bioensaios foram realizados em vasos contendo
3,0 dm® de solo e caixas minirhizotron com 0,2 L de agar. Os valores obtidos foram avaliados
estatisticamente. As caracterizagdes mostraram que os materiais sintetizados possuem organizagao
estrutural e pureza de fase. Os testes de liberacdo in vitro evidenciaram que o Zn,Al-ANA-HDL
apresentou maior faixa de liberagcdo de ANA em pH = 10. Os bioensaios realizados em vasos com
solo e caixas minirhizotron com dgar mostraram que as sementes encapsuladas com Zn,Al-ANA-
HDL foram eficientes no comprimento de parte aérea, na producdo de matéria fresca e no
comprimento de raiz do feijao. Assim sendo, pode-se afirmar que o filme polimérico contendo
Zn,Al-ANA-HDL foi eficiente quando comparado ao controle e a auxina pura. Portanto, a
utilizacdo de filmes de alginato contendo HDL como matriz inorganica hospedeira para liberacao
sustentada de ANA na cultura do feijao, se mostrou eficiente e pode ser uma alternativa interessante

para ser utilizada na agricultura.
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ABSTRACT

CASTRO, Vander Alencar de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa — Campus de Rio Paranaiba,
February, 2019. Hybrid films of sodium alginate and Layered Double Hydroxides
intercalated with 1-naphthaleneacetic acid for use in agriculture. Advisor: Jairo Tronto. Co-
advisor: Willian Rodrigues Macedo.

The use of auxins is an excellent alternative to the plant’s physiological development, even though
the use of auxins in plants is inefficient in certain applications. Taking this into account, finding an
alternative for auxins homogeneous application and their sustained release to the plant is necessary.
Thereby, the aim of this work was to synthesize and characterize zinc and aluminum Layered
Double Hydroxides (LDHs), with different molar ratios between these cations intercalated with 1-
naphthaleneacetic acid (NAA), to evaluate the rate of in vitro release of pure auxin and intercalated
into LDHs in aqueous solutions with different pH values and to perform bioassays in acrylic boxes
with agar, vessels with soil and trays with sand. The LDHs were synthesized using the
coprecipitation method at constant pH. The synthesized materials were characterized by a set of
analysis techniques, amongst them: XRDP, FTIR-ATR, TGA-DSC-MS, SSA, SEM and Elemental
Analysis. Furthermore, the Zn,AlI-NAA-LDH was evaluated in vitro release studies in aqueous
solutions with pH values = 4. 7. and 10. To perform the bioassays, bean seeds (Phaseolus vulgaris
L.) used as test plants were coated with polymer films of sodium alginate containing Zn,Al-ANA-
HDL. The bioassays were carried out in pots containing 3.0 dm’ of soil and boxes of minirhizotron
with 0.2 L of agar. The values obtained were statistically evaluated. The characterization results
showed that the synthesized materials have satisfactory structural organization and phase purity. In
vitro release results showed that Zn,AI-NAA-LDH has a higher release range at pH = 10. The
bioassays performed in soil pots and boxes of minirhizotron with agar showed that alginate film
containing Zn,Al-NAA-LDH is efficient shoot lenght, to produce fresh matter and root length of
common bean. Therefore, it can be stated that the alginate film containing Zn,AlI-NAA-LDH was
efficient when compared to the control and pure auxin. Therefore, the use alginate films containing
LDH as an inorganic matrix for sustained release of NAA in bean culture has proved to be efficient,

which may be an interesting alternative can be used in agriculture.
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1. INTRODUCAO

Existe atualmente na agricultura uma preocupacdo com o desenvolvimento fisioldgico dos
cultivares. A partir disso, os agricultores véem utlizando hd algumas décadas os Reguladores de
crescimento em vegetais (RCVs), mas especificamente as auxinas, como meio de melhorar o
desenvolvimento das lavouras.! No entanto, a utilizacdo dessa classe de RCVs, as auxinas, estd
associada a alguns problemas importantes, como a luminosidade, as variacOes de temperatura e as
dosagens que sdo aplicadas antes ou durante o desenvolvimento das plantas, além do modo de
atuacao no processo fisiologico de formacao dos 6rgaos nas plantas.z'7 As aplicagdes ndo ocorrem
de forma quantitativa, o que prejudica o desenvolvimento homogénio destes orgaos. Isso acontece
porque cada 6rgdo da planta necessita de uma quantidade especifica da auxina para alcangar o apice
da sua promogﬁo.8 Desse modo a intercalacdo desta classe de hormonios em matrizes inorginicas
hospedeiras se apresenta como uma forte justificativa para minimizar ou até mesmo resolver os
problemas supracitados.

Entre as matrizes hospederias que podem ser utilizadas estdo os Hidréxidos Duplos
Lamelares (HDLs) que s@o materiais com estrutura bidimensional (2-D), baseada no empilhamento
de hidréxido duplo, com estrutura do tipo da brucita, Mg(OH),, contendo anions hidratados na
intercamada. Estes materiais podem ser descritos pela formula geral [MH]_X me (OH),] A™
+wn'MmH>0, onde M" e M s30 cdtions metalicos bivalentes e trivalentes, A" é o anion intercalado
com carga elétrica n- e m denota o nimero de moléculas de e’lgua.g_15 A producdo do material
hibrido organico-inorganico proporciona uma prote¢ado fisica e quimica das moléculas intercaladas.
Assim, quando estes materiais sdo aplicados, podem oferecer uma liberacdo sustentada das
moléculas intercaladas, e, ou, uma maior tolerdncia aos fatores bidticos e abidticos. Algumas

moléculas, como o dcido 1-naftalenoacético (ANA) estdo entre as principais auxinas que podem ser



intercaladas em HDLs visando melhorar os processos fisioldgicos da planta desde a embriogénese
até a formacao de novos 6rgﬁos.16

A pesquisa sobre a utilizacdo de Hidroxidos Duplos Lamelares (HDLs) intercalados com
auxinas para melhorar os parametros fisico-quimicos bem como a fisiologia das plantas se mostra
importante. No caso especifico do dcido 1-naftalenoacético (ANA) o estudo do mecanismo de acdo
nas plantas utilizando os HDLs como matrizes de liberacdo sustentada e por consequéncia o efeito
real para a planta através de bioensaios utilizando filmes poliméricos para revestir as sementes de
feijdao se apresenta promissor. No entanto ainda nio existem trabalhos onde se tenha visto o modo
de atuacdo do ANA através do estudo em bioensaios deste modelo. Atualmente os trabalhos
envolvendo essa auxina abrange exclusivamente o processo de sintese, a caracterizacao e o estudo
de liberagio in vitro.'® Desta maneira este trabalho teve como principal tema avaliar o
comportamento do cultivar feijao (Phaseolus vulgaris L.) mediante alguns tratamentos feitos com
filmes poliméricos para revestimento de sementes, focado na avaliacio do acido ANA como

promotor de crescimento para a planta através de estudos feitos com bioensaios.

1.1. Referencial tedrico
1.1.1. Reguladores de crescimento vegetal (Auxinas)

A primeira auxina que se tem conhecimento, o AIA, foi descoberta em 1880 por Darwin,
quando ele estudou o fototropismo ou fototaxia, que € o movimento das plantas em relacdo a
estimulos luminosos. O estudo foi realizado utilizando cole6ptiles de alpiste (Phalaris canariensis)
como planta teste. Em 1926, dando sequéncia aos estudos de Darwin, Went conseguiu isolar o AIA.
Atualmente, o AIA € considerada a auxina mais importante que ocorre nas plantas, sendo
responsavel por uma série de fatores que promovem um melhor desenvolvimento fisiolégico nas

plantas de uma forma geral.’



Diferentes tipos de auxinas sdo conhecidos por melhorarem o crescimento genético das
plantas, dentre elas podemos mencionar o AIA, AIB, ANA, 4cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D),
cinetina (KIN), cloreto de cloro colina (CCC) e o acido abscisico (ABA).5 Atualmente, a aplicagdo
dessas auxinas na agricultura tem grande destaque devido as vantagens que proporcionam, como,
por exemplo, tempo maior de a¢do do agente ativo, maior estabilidade desses mesmos agentes
ativos no momento da formulacdo, minimizacao dos efeitos hidricos e estresses bidticos e abidticos
e, além disso, podem controlar a difusdo e as taxas de reacdo, dentre outros parametros fisico-
qul’micos.5

Na literatura existem alguns trabalhos envolvendo o uso das auxinas e HDLs. Bin Hussein et
al."” intercalaram o ANA em ZnAl-HDLs e fizeram estudo de liberagdo in vitro. Nesse estudo, os
autores verificaram que a taxa de liberacdo do anion intercalado para a solug@o foi dependente do
valor de pH. Em solu¢do aquosa com valor de pH = 1, a liberacio do ANA foi seguida pela
formac@o de uma nova fase de um composto do tipo do mineral zincita (ZnO) no material sélido
remanescente. Em solucdes neutras ou altamente alcalinas, a liberagdo do ANA ndo “destruiu” a
estrutura lamelar do HDL nos primeiros 7 dias de experimento.

Li et al.'® sintetizaram dois nanohibridos organico-inorganicos de MgAl-HDLs intercalados
com ANA e AIB. Neste estudo, os autores avaliaram a influéncia da temperatura, do pH e do tipo
de eletrolito na liberagdo in vitro de ANA e AIB. Segundo os autores, na temperatura de 25 °C, a
liberagdo de ANA e AIB aconteceu de forma rdpida nos primeiros 100 min, e em seguida ocorreu
uma liberagdo gradual. Além disso, o aumento na temperatura porporcionou uma maior liberacao
do ANA e AIB, indicando que o processo de liberagdo foi endotérmico. Com relacdo ao pH, as
quantidades totais liberadas de ANA e AIB em valores de pH = 4 e 12 foram maiores que as
quantidades liberadas em pH = 7. O estudo dos eletrélitos evidenciou que as quantidades de ANA e

AIB liberadas dependem do anion interferente presente na solugdo aquosa, na ordem de COs™ =



SO42' > CI'. De acordo com os autores, isso ocorre devido a capacidade de troca idnica dos anions
interferentes presentes na solucao pelo ANA ou AIB intercalados.

Hafez et al."” estudaram a liberacdo in vitro de AG intercalado em MgAIl-HDL, em solugdes
que simulavam o solo. Para este estudo foram utilizadas duas solu¢gdes tamponadas com valores de
pH = 3 e 7. Os estudos de liberagcao in vitro mostraram que o HDL apresentou uma liberacao
sustentada de AG nas primeiras 24 h, liberando 80 % do AG intercalado para solu¢do com valor de
pH =7 e 60 % para solu¢do com valor de pH = 3. A liberacdo do AG permaneceu gradativa durante
6 dias. Quando o equilibrio foi alcan¢ado, 90 % do AG foi liberado para solu¢do com valor de pH =
7 e 80 % para solucdo com valor de pH = 3. De acordo com os autores, a estrutura nanohibrida do
MgAIl-HDL, foi o principal pardmetro que controlou as propriedades de liberacio do AG
intercalado para solugdo. O material apresentou um processo de liberacdo sustentada com
adequacao ao modelo cinético de Higuchi.79*82

Atta et al.” relataram uma nova técnica para liberacdo sustenta de auxinas pela luz solar,
usando grupos protetores fotorrevestiveis (PRPG), como meio de entrega no cultivo in vitro de
grao-de-bico (Cicer arietinum). Nesse trabalho, os grupos carboxilicos das auxinas do AIA e do
ANA foram quimicamente aprisionados usando PRPGs derivados de cumarina. Estudos fotofisicos
mostraram que as auxinas aprisionadas exibiram boas propriedades de fluorescéncia. A irradiacao
de luz solar no AIA e no ANA, tanto no etanol aquoso como no meio de solo, resultou em uma
liberag@o sustentada das auxinas. Os resultados dos experimentos de bioatividade indicaram que as
auxinas aprisionadas apresentaram melhor resultado no crescimento da raiz e comprimento da parte
aérea do grdo-de-bico, em comparacdo com as auxinas puras apOs 10 dias de exposi¢do a luz solar.
De acordo com os autores, os resultados indicaram que o uso de PRPG como uma alternativa de

entrega para liberacdo controlada de AIA e ANA, pela acdo da luz solar no solo, tem grande



perspectivas para aplicacdo em campo, uma vez que pode superar a rapida perda destas auxinas em
condi¢des ambientais.

Fan, et al.”! prepararam microesferas de quitosana carregadas com duas auxinas, 0 ANA e o
AIA, por meio do método de reticulagio em emulsdo utilizando glutaraldeido como agente
reticulador. As microesferas preparadas foram usadas em estudos de liberag¢do in vitro em metanol
aquoso tamponado (pH = 7,4) e em agua. De acordo com os autores, a porcentagem de ANA e de
AIA presente nas microesferas foi de 68 % e 56 %, respectivamente. A quantidade das auxinas
presentes nas microesferas dependeu da selecdo da extensao apropriada do reticulador, do tempo de
reticulagdo e da razdo Oleo/fase aquosa, usados durante o processo de sintese. Os estudos de
liberacao in vitro revelaram que a taxa de liberacdo cumulativa das auxinas atinge o maximo (60 %)
apos cerca de 120 h para o metanol aquoso tamponado com valor de pH = 7,4. Com base nos
resultados para o coeficiente de correlacdo, os autores concluiram que a liberagdo das auxinas foi
controlada por um mecanismo de difusdo que segue um esquema de transporte super Case-II.

Rumman Shafi Quaderi et al.” realizaram um estudo no qual foi avaliado a influéncia no
tratamento de sementes em duas variedades de feijao (Vigna radiata L.), semeadas em solo
previamente preparado. As variedades utilizadas pelos autores foram a Barimoog-4 e Barimoog-5.
As concentracdes do AIA utilizadas nos ensaios foram de T1 = Controle (ndo tratado), T2 = 50
mg/L, T3 = 100 mg/L e T4 = 200 mg/L sendo os testes conduzidos em triplicatas. Para a semeadura
foi utilizada uma taxa de sementes de 25 kg-ha'. O tratamento das sementes aconteceu por
embebicdo na solugdo de AIA por 3 h. No caso do controle, as sementes foram embebidas apenas
em agua. O experimento foi realizado durante 55 dias. Os dados coletados foram analisados
estatisticamente e os tratamentos médios foram comparados pelo teste de alcance multiplo de
Duncan (DMRT). Os resultados mostram que o tratamento de sementes com 100 mg/L de AIA
resultou na maior altura de planta, drea de folhas, indice de drea de folhas e nimero de sementes

5



(7,73). O tratamento de sementes com 200 mg/L de AIA resultou na maior taxa de crescimento
relativo (TCR), crescimento de culturas (CC), taxa de assimilacado liquida (TAL), matéria seca total,
nimero de vagens por planta (16,30), comprimento (5,59 cm), peso fresco de vagem por planta
(13,00 g), peso seco de vagem por planta (9,65 g), peso de 1000 sementes (40,10 g), producdo de
sementes por planta (4,99 g) e indice de colheita (38,48).

Igbal, M; Ashraf, M.? realizaram um estudo onde determinaram se a preparacdo de
sementes com diferentes concentracdes (100, 150 e 200 mg/L) de auxinas AIA, AIB e seu precursor
triptofano (TRP) poderia alterar perturbagdes induzidas por salinidade em concentragdes de ions do
acido salicilico e, portanto, o crescimento em cultivares de trigo (Triticum aestivum L.). Os autores
realizaram os estudos com duas variedades de sementes, a MH-97 (intolerante ao sal) e a Inqlab-91
(tolerante ao sal). As sementes foram embebidas nas solugdes com as concentragdes supracitadas
por um periodo de 12 h em temperatura ambiente. Os ensaios ocorreram em sala de crescimento
utilizando placas de petri € em campo, onde o solo foi tratado com salinidade de 15 dS/m de NaCl.
Os resultados mostram que todos os agentes primarios, exceto o AIB, aumentaram a porcentagem
final de germinagdo nas duas cultivares. As mudas de cada uma das cultivares criadas a partir de
sementes tratadas com TRP apresentaram maior biomassa seca quando submetidas ao estresse
salino. Nos experimentos de campo, o tratamento com TRP foi mais efetivo na mediagdo do
aumento do rendimento de graos, independentemente da cultivar, sob estresse salino. O efeito
atenuante do TRP foi associado a reducdo na absorcdo de Na™ nas raizes e posterior translocagio
para a parte aérea, bem como ao aumento da particido de Ca®* nas raizes das plantas com estresse
salino. Plantas de ambas as cultivares, criadas a partir de sementes tratadas com TRP e AIA,
acumularam 4cido salicilico livre em suas folhas quando submetidas ao estresse salino. No geral,
segundo os autores, a melhoria induzida por iniciadores de TRP na germinacio e o crescimento

subsequente de plantas de trigo podem estar relacionados com a homeostase dos fons quando estdao
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sob estresse salino. Com relagdo a identificacdo dos reguladores de crescimento vegetal (RCV) nas

plantas existem estudos que podem ser feitos, dentre eles:

1.1.2. Bioensaios

Bioensaio € a medida do efeito de uma substancia biologicamente ativa, conhecida ou ndo,
em material vivo, cuja resposta é conhecida e € proporcional a concentracdo sendo comumente
testada pela sua aplicacdo em sistemas vegetais em que se conhece a resposta para aquela classe
particular de RCV. Por décadas, os bioensaios foram os principais meios, se ndo os Unicos, para
obtencdo de informagdes quantitativas e qualitativas a cerca dos RCV. Para que um bioensaio seja
util, ele precisa atender trés critérios principais: (i) o sistema deve responder especificamente aquele
RCV ou classe de RCV, (ii) a resposta deve ser verificada em baixas concentragdes do RCV e (iii) a
magnitude da resposta deve oferecer um relacionamento quantitativo com a concentracdo do
RCV.>0

O bioensaio precisa ser conduzido de acordo com a classe dos RCV estudada. Assim, se for
estudado as auxinas, um teste especifico para auxinas precisa ser utilizado. Além disso, toda vez
que um RCV ou extrato vegetal € testado, deve-se montar uma curva-padrdo com doses conhecidas
da substancia padrdo, por exemplo, dcido 1-naftalenoacético. A Figura 1 relaciona a concentracao
de auxinas com o crescimento de alguns 6rgaos das plantas. Nesse caso, o crescimento aumenta
com o aumento da concentracdo da auxina, atingindo um nivel 6timo para cada Orgao.
Concentragdes acima ou abaixo do 6timo resultam na reducdo da taxa de crescimento, ou seja, se a
concentracdo da auxina for muito alta ou muito baixa pode ocorrer inibi¢do do crescimento. Quando
este teste € usado para determinar a quantidade de auxinas em um extrato vegetal, deve-se trabalhar

na faixa em que resposta é linear.™®
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Figura 1: Sensibilidade dos 6rgdos das plantas diante das concentra¢des de auxinas.
Fonte: Adaptado da referéncia 8.

O uso de bioensaios para testar a atividade dos RCV continua ainda sendo, uma alternativa
vidvel. No entanto, as técnicas que serdo mencionadas a seguir, principalmente a andlise
instrumental e os imunoensaios t€ém substituido quase que totalmente os bioensaios nas andlises de

rotina.

1.1.3. Anadlise instrumental

Na segunda metade do século XX, o desenvolvimento da quimica analitica e da anélise
instrumental, permitiu aos investigadores obter maiores avancos na pesquisa envolvendo a
quantificagdo e/ou determinagdo de RCV em plantas. Técnicas, como a Cromatografia Liquida de
Alta Performance (HPLC) e a Cromatografia Gasosa em conjunto com a Espectrometria de Massa
(CG-MS), tém tornado possivel a andlise quantitativa dos RCV com velocidade, sensibilidade e
precisio.”

Além dos bioensaios e da andlise instrumental, outra técnica que tem ganhando consideravel
importancia para a andlise de auxinas € o imunoensaio, incluindo radioimunoensaio e o ensaio de

. ~ . . 24
imunoabsor¢do enzimatica, conhecido como teste ELISA.



1.2. Mecanismo geral de acdao das auxinas

O mecanismo geral de a¢do das auxinas é baseado no modelo de extrusdo de H* induzido
por AIA. O mecanismo acontece através de duas hipdteses, a hipdtese de ativacdo e a hipétese de
sintese. Na hipdtese de ativag@o, a auxina liga-se a uma proteina de ligacdo de auxina, localizada na
superficie celular ou no citosol. O complexo ABP1-AIA interage diretamente com a H*-ATPase da
membrana plasmaética para estimular o bombeamento de prétons. Mensageiros secundarios como o
célcio ou o pH intracelular, podem também estar envolvidos.’

Na hipoétese de sintese, os mensageiros secunddrios induzidos por auxina ativam a expressao
de genes que codificam a sintese da H'-ATPase da membrana plasmadtica. A proteina € sintetizada
no reticulo endoplasmdtico rugoso e enviada para a membrana pela via secretora. O aumento da
extrusao de proétons € o resultado do aumento do nimero de bombas de prétons na membrana.’

A resposta final de cada célula apds essa sequéncia de eventos depende de dois principais
fatores: (/) seu programa de desenvolvimento, isto €, os tipos de genes que estdo sendo expressos no
tempo de exposi¢do ao sinal e (/I) a concentracdo de outras moléculas de sinalizagdo (mensageiros
secunddrios). Dependendo da velocidade da resposta, as vias de transdug¢do de sinal podem
provocar ou nao alteragdes na expressao génica. Em alguns casos, a resposta envolve alteracdo na
atividade de enzimas pré-existentes ou na abertura de canais de fons. Em outros casos, a resposta
envolve a ativacdo ou inibicao de fatores de transcricdo, os quais alteram a expressao génica.s’6’24

Neste trabalho, para avaliar a atividade bioldgica da classe dos RCV conhecida como
auxinas, foram realizados bioensaios usando o ANA e o feijao (Phaseolus vulgaris L.) como planta
teste, via tratamento de sementes usando filmes poliméricos avaliando todos os sistemas vegetais
onde se obteve resposta fisiolégica significativa. De acordo com o exposto na se¢do 1.1.2 foi

necessario realizar um pré-ensaio (se¢do 3.2.5) da concentracdo da auxina, ANA, visando descobrir



qual seu ponto 6timo de a¢do com melhor resposta fisioldgica de acordo com as concentracdes

avaliadas.

1.3. Aplicacao das auxinas

Existem vdrias técnicas de utilizacdo de auxinas na agricultura: Aplicagdo direta no solo,
pulverizagdo e, mais recentemente, tem se desenvolvido uma técnica muito promissora empregando
matrizes carregadoras. Dentre as matrizes carregadoras estudadas podemos citar a utilizacdo de

polimeros, nanoparticulas de silica porosa e Hidr6xidos Duplos Lamelares (HDLs), '6-18-25-28

1.4. Feijao (Phaseolus vulgaris L.)

Neste trabalho, a planta objeto de estudo foi o feijao (Phaseolus vulgaris L.). Ela pertence ao
reino plantae, filo magnoliophita, classe magnoliopsida, ordem fabales, familia fabaceae, gé€nero
phaseolus e a espécie Phaseolus vulgaris L.. O feijao € distribuido geograficamente em todo o
mundo, tendo seu habitat em ambientes quentes e umidos possuindo uma longevidade anual.
Quanto as caracteristicas fisicas, € uma planta terrestre que produz inflorescéncia cujo fruto € uma

. .. L2931
vagem e o tamanho € condicionado ao cultivar.

1.5. Acido 1-naftalenoacético (ANA)

Neste trabalho foi estudado o ANA, utilizando como matriz hospedeira HDLs de zinco e
aluminio. O ANA ¢ um regulador de crescimento vegetal sintético pertencente a classe das auxinas
nao ocorrendo naturalmente. Ele é utilizado para controlar a queda de frutos pré-colheita, indugao
de flores e adelgacamento de frutos em diversas culturas, como magcas, batatas, azeitonas e frutas
citricas. Atua como agente de enraizamento e também & utilizado para a propagacao vegetativa de

plantas de caule e corte de folhas, além de ser usado para cultura de tecidos vegetais.”®
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O ANA € uma auxina encontrada na forma de um p6 sélido, de cor branca e inodoro.
Apresenta ponto de ebulicao (P.E.) = 135 °C e se decompde com o passar do tempo. Apresenta
solubilidade em 4gua de 420 mg/L (em 20 °C) e uma constante de dissociacdo (pKa) = 4233233 A

férmula estrutural do ANA € apresentada na Figura 2.

Figura 2: Representacdo estrutural do ANA utilizado.

A matriz carregadora de ANA que foi utilizada neste trabalho foram os Hidr6xidos Duplos

Lamelares (HDLs).

1.6. Hidréxidos Duplos Lamelares (HDLs)

A estrutura dos HDLs € baseada no empilhamento de hidr6xido duplo contendo anions
hidratados na intercamada. Tendo como objetivo a liberacdo sustentada de hormonios para
crescimento de plantas, os HDLs surgem como uma alternativa interessante, pois apresentam
propriedades especificas como a blindagem da molécula intercalada e capacidade de liberacdo lenta
da auxina via troca anidnica.”"

Os HDLs possuem camadas com estrutura do tipo da brucita, Mg(OH),, que possui lamelas
neutras e os cations magnésio localizados no centro dos octaedros que compartilham arestas entre
si, sendo que seus vértices sdo constituidos de anions hidroxila. Quando se produz o HDL, hd uma
substituicdo de alguns cations bivalentes por trivalentes nas camadas, obtendo-se uma lamela com

excesso de cargas positivas. Para haver um equilibrio na estrutura, ja que ha um excesso de cargas
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positivas, estas lamelas precisam da presenca de anions interlamelares que juntamente com
moléculas de dgua, promovem o empilhamento do hidréxido duplo.'® A estrutura dos HDLs estd

representada na Figura 3:

2+ p g3+ X
— [M} My (OH),]

X-
— [A™ nH,0]

m

Espacamento basal(d)

Espagamento interlamelar

Figura 3: Representacdo esquemadtica da estrutura de um HDL. [12]

O dominio interlamelar dos HDLs apresenta uma natureza desordenada. As caracteristicas
fisicas, como propriedades de troca i6nica, mudancas no estado desordenado e propriedades
elétricas corroboram para este estado. Alguns autores consideram o dominio interlamelar como um
estado quase liquido.”* Os HDLs sdo classificados em dois tipos de sistemas cristalinos, que
distinguem na sequéncia de empilhamento das lamelas: o sistema romboédrico, com o “c” da célula
hexagonal sendo igual a trés vezes o espacamento basal, sendo do grupo espacial R3m e o sistema
hexagonal com “c” igual a duas vezes o espagamento basal, pertencendo ao grupo espacial
P63mmc.35'38

Um dos estudos mais importantes sobre a cristalografia dos HDLs foi realizado por

Allmann36, que determinou a estrutura da piroaurita (MgeFe,(OH);sCO3-4H,0). Neste trabalho, o
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autor descreve uma célula unitaria hexagonal com “a” = 3,109 A e “c” = 23,410 A. O valor de “¢”
encontrado correspondeu a trés vezes a distancia entre duas camadas adjacentes. O composto
supracitado foi classificado como pertencente ao sistema cristalino romboédrico e ao grupo espacial
R3m. O fator anisotrépico elevado encontrado para este HDL (B;; = 31 A) confirma o grau de

desordem do dominio interlamelar. Os HDLs sdo representados pela seguinte férmula geral:

[M**) M, (OH), ] A™ - nH,0

2 o £1e .
sendo: M~ representa um cdtion metalico bivalente,
M** representa um cétion metalico trivalente,

A™ representa um anion intercalado com carga m-.

1.7. Sintese dos HDLs

Existem vérios métodos que foram desenvolvidos e vém sendo empregados na sintese de
HDLs. Apesar de serem dificeis de encontrar na natureza, a sintese de HDLs em escala laboratorial
¢ simples e economicamente vidvel. Os processos de sintese de HDLs podem ser escolhidos em
fun¢do da composi¢cdo requerida e dispostos em duas categorias: 1) métodos diretos (método sal-
base, métodos sal-6xido, sintese hidrotérmica, hidrélise induzida, sintese eletroquimica, método sol-
gel)13,17,20,22,59 e 11) métodos indiretos: (método de troca i0nica em solucdo, troca idnica em meio
acido, troca i0nica por regeneragdo do precursor calcinado e troca anidnica com a formacao de um
sal entre os tensoativos).m"“'44
Diferentes combinacdes de cétions bivalentes e trivalentes podem ser utilizadas para a

sintese de HDLs. Mesmo a natureza impondo algumas restricdes com relacio a essas combinagdes,

algumas foram testadas e produziram HDLs. Essas combinagdes sdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1: Combinacdes de cétions M" com M™ que formam HDLs.
Cations Trivalentes
Bivalentes Al Co Cr Fe Ga Mn Ni Sc Ti~
Ca X
Co X X X
Cu X X
Fe X X
Li’ X
Mg X X X X
Mn X X X
Ni X X X X X
/n X X

I

* monovalente, ** tetravalente, M metal bivalente, M metal trivalente.

Fonte: Adaptado da referéncia 35.

Sabendo que os cdtions Zn e Al formam HDLs e que o método direto de obtencdo mais
utilizado é o de coprecipitacio ou método sal-base, o mesmo foi escolhido para sintetizar os
materiais produzidos neste trabalho. Existem varios trabalhos na literatura que usam este método
aplicando duas formas distintas: coprecipitacdo em pH varidvel (CpV) e coprecipitacio em pH

10,14,35,41,45

constante (CpC). Durante o processo de sintese ocorre a seguinte reacao quimica:

1-xM'X), + xsMT(X); + 2M'OH + xmM'n(A™) — M"_ M"™ (OH)(A™)ym nH,O +
Q+x)M'X,

sendo: M": Cétion monovalente (K* ou Na*), e X: Anion (NOj5, C104, CI).

O método de CpV pode ser realizado de duas maneiras diferentes: com pH crescente ou pH
decrescente. O método de CpV com pH crescente € realizado por meio da titulacdo de uma solugao
basica, geralmente NaOH e, ou, Na,CO3, contendo o anion de interesse a ser intercalado, sobre uma
solu¢do dos cations. O método de CpV com pH decrescente consiste na adicdo de uma solugdo
contendo os cations bivalente e trivalente sobre uma solucdo contendo hidréxido e o anion a ser

intercalado. E um método simples com excelentes resultados na producio de HDLs cristalinos e
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com pureza de fase.' Isso pode ser observado na Tabela 2, que mostra as faixas 6timas de pH para

a obtencao de alguns HDLs.

Tabela 2: Faixas 6timas de valor de pH para formacao de HDLs.

HDLs Faixas de pH
Ni-Al-COs 5,0 até 10,0 (HDL)
Mg-Al-Cl 8,0 até 10,5 (HDL cristalino)
Co-Fe-Cl 7,5 até ?,O/ 10,0 até 1035 (HDL)
9,0 até 10,0 (HDL cristalino)
70-AL-Cl 6,0 até 7,0/9,0 até 10.,0 (HDL)
7,0 até 9,0 (HDL cristalino)
6,0 até 9,5 (HDL)
Cu-Cr-Cl
e 5.5 até 6,0 (HDL cristalino)
Ni-Cr-Cl i 5,5 gte IQ,S (HDL) _ _
10,5 até 11,5 (HDL cristalino em condic¢des enérgicas)
70-Cr-Cl 5,7 até 10,0 (HDL)

4,5 até 5,7 (HDL cristalino)

Fonte: Adaptado da referéncia 9.

Além do método de sintese por coprecipitacio ou método sal-base, existem outros menos

- 4 fo:1 103546 . 4748 o .

utilizados, como, por exemplo, método sal-6xido , método sol-gel”"™°, método de sintese

. fos 13,49 4 . PR . . 150 < .

hidrotérmica ™", método de sintese por hidrdlise induzida™ e o método de sintese
L. 5152

eletroquimica.

Existem também os métodos de sintese indiretos envolvendo a substituicdo do anion
interlamelar. Na utilizacdo de qualquer método de substituicdo é de fundamental importincia um
estudo mais detalhado do anion a ser intercalado, para conhecer sua capacidade de estabilizar a
estrutura dos HDLs. Em seus estudos Miyata52 mostrou como sdo classificados os anions
inorganicos com base na estabilizacdo da estrutura lamelar dos HDLs: COs*>OH >F > CI'> SOy

> Br > NO; > I'. A equacdo do processo €:

MT-MT-X]+Y > [MT-M"- Y] +X.
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Existem diversos métodos de sintese indireta para obtencdo de HDLs, dentre eles: Método

. ca . ~ 13 A ~
de sintese por troca anidnica em soluc¢do °, troca anidnica por regeneracdo de um precursor

10,40,41,54 53,54

. A . A 39,42,55
calcinado , troca aniOnica em meio acido e a troca anidnica em fase dupla. Durante

a sintese de HDLs alguns fatores sao importantes. Estes fatores sdo apresentados a seguir.

1.8. Fatores importantes para a sintese
1.8.1. Cations

Durante a sintese, alguns fatores relacionados aos cations influenciam na formacdo dos
HDLs, sdo eles: (i) diferenca entre os raios idnicos dos cations; (ii) nimero de coordenacio; (iii)

tamanho da esfera de coordenacao e (iii) energia de reticulo.

1.8.2. Estabilizacio da estrutura lamelar pelo anion intersticial
Este fator € importante porque dependendo do pH da sintese, o 4nion de interesse ndo serd
intercalado de “forma correta”, ou, pode ainda ndo sofrer intercalagdo. Quanto mais estdveis forem

N . . . . - . 9,10
os anions a serem intercalados mais cristalinos serdo os HDLs produzidos.

1.8.3. Velocidade de adicao

Este fator também ¢ importante para produzir HDLs com alta cristalinidade. Mesmo a
literatura ndo apresentando muitos trabalhos especificos sobre esse fator, nota-se que a sintese com
uma velocidade mais lenta de adi¢do sob forte agitacdo produz materiais com uma cristalinidade

melhor.”!°

1.8.4. Tratamento Hidrotérmico
A realizacdo de um tratamento hidrotérmico pode aumentar a cristalinidade dos HDLs.
Além de melhorar a cristalinidade do material, o tratamento hidrotérmico pode também aumentar a

A N ISP A . 13,55,58,5
eficiéncia quanto a substituicao do anion interlamelar por um precursor calcinado. ’
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1.9. Propriedades dos Hidroxidos Duplos Lamelares
1.9.1. Estabilidade térmica
A andlise termogravimétrica (TGA) € a técnica de andlise usada para avaliar a estabilidade
térmica dos HDLs. As faixas de temperaturas onde os HDLs se decompdem, dependem de alguns
fatores, dentre eles:>”%
e A natureza dos cations e do anion usados durante a sintese;
e Modo de preparacdo dos HDLs;
e Temperatura, tempo e tipo de gas utilizado no tratamento térmico;

¢ Velocidade de aquecimento durante o processo de calcinagdo;

¢ Presenca de impurezas devido aos residuos provenientes do passo de precipitacao.

A decomposi¢do térmica desses materiais normalmente segue a seguinte sequéncia de
etapas:'
1) Perda de dgua adsorvida (25 °C até 100 °C);

ii) Perda de dgua de hidratacdo (100 °C até 200 °C);

iii) Desidroxilacdo por condensagdo, formacdo de dgua e decomposi¢do do anion intercalado (300

°C a 500 °C);

iv) Decomposicdo dos grupos hidroxilas restantes (600 °C até 700 °C).

Apés a calcinagdo, dependendo das condigdes utilizadas, se obtém como produtos, um
espinélio (M"M",0,) e o 6xido do metal bivalente (M"O). Para se analisar a decomposicdo dos
anions interlamelares cada caso deve ser observado de forma particular. Lal** estudou a
decomposi¢do térmica de uma série de HDLs do sistema Zn-Cr-A"™-HDL e constatou que para a

série de HDLs dos sistemas ZnCr-COs;-HDL e ZnCr-NOs-HDL, a temperatura de decomposi¢ao
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dos anions COs> foi préxima de 300 °C. J4 para o sistema MgAl-CO;-HDL, de acordo com
Reichle'?, a decomposicdo do 4nion CO5” ocorreu entre as temperaturas de 300 °C e 500 °C.

A estabilidade térmica dos anions interlamelares nao sofre muita influéncia dos cétions que
constituem a lamela. Entretanto, € notado que a densidade de carga da lamela pode ter influéncia na
decomposicao. Este fato € atribuido ao aumento da interacdo eletrostdtica entre as lamelas e o

anion. %%

1.9.2. Troca ionica

Os primeiros estudos sobre essa propriedade foram realizados por Miyata e Kumara.’? Esta
propriedade é muito importante quando nos referimos a formagao de novos HDLs por meio da troca
do anion interlamelar. A troca anidnica depende da propor¢do entre os cations e também da relagcdao
entre a carga e o raio dos anions envolvidos na sintese. Nesse caso, a capacidade de troca

dificilmente excede 2,0 mmol. g'1.63’64

1.9.3. Area superficial e tamanho de poros

A capacidade de adsor¢do depende da area superficial especifica e do tamanho de poros dos
HDLs. Reichle'” em seus estudos encontrou para o sistema MgAI-COs-HDLs, uma drea superficial
de até 200 mz/g, dependendo da temperatura usada no tratamento hidrotérmico. Com relacdo a
porosidade, o autor encontrou valores de poros com diametro de até 300 A, sem aquecimento.
Quando o sistema de sintese foi aquecido ocorreu uma reduc¢do de 7,5 vezes no didmetro dos poros.
Os valores supracitados sdo bastante altos ndo ocorrendo com frequéncia em materiais sintetizados.
Os valores mais comuns de area superficial especifica para HDLs ocorrem na faixa de 50 m2/g até
100 mz/g. Quando o anion intercalado € organico essa faixa tende a diminuir devido a adsorc¢do

A . . 163,64
destes anions na superficie do material.”™
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1.9.4. Dominios eletroquimicos

Estudos realizados em HDLs contendo zinco, cromo e aluminio mostraram que a
condutividade elétrica depende da mobilidade dos anions intercalados. Além disso, foi confirmado
que a condutividade € totalmente distinta da ordem analisada para a afinidade dos anions pelas
34,40

lamelas e depende da relag@o entre a carga e o raio dos anions, bem como da sua geometria.

Alguns valores de condutividade encontrados na literatura sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Condutividade de materiais do sistema ZnCrAl-HDLs (a partir do p6) de acordo com o
anion intercalado.

Anion Condutividade/S-cm™’
F 7x107°
CI 3x10™
Br 1x10™*
I 8x107
CO5* 5x107
NO; 3x10°
OH 6x10™

Fonte: Adaptado da referéncia 40.

1.10. Aplicacoes dos Hidroxidos Duplos Lamelares

Devido a diversidade de combinacdes possiveis entre citions e anions, os HDLs apresentam
propriedades estruturais, quimicas e fisicas que lhes conferem, assim como aos seus produtos de
decomposicdo térmica, uma gama de aplicacdes em éreas diversificadas.” Algumas das principais

areas de aplica¢do dos HDLs sdo mostradas na Figura 4.
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Industrial Suporte para catalizadores
» Retardante de chama » Ziegler - Natta
» Tratamento de efluentes » CeO,
» Estabilizante de polimeros » Decomposicdo SO, e NO,
HIDROXIDOS DUPLOS
LAMELARES
Medicinal Catalisadores Adsorvente
» Antiacido » Catilise basica » Halogénios
» Antipéptico » Hidrogenacio » Compostos organicos
> Veiculo » Polimerizagio
» Reforma catalitica
» Oxidagdo
» Decomposi¢io SO, € NO,

Figura 4: Algumas das principais dreas de aplicagdo dos HDLs.
Fonte: Adaptado da referéncia 9.

Além das dreas mencionadas, os HDLs também sao utilizados na agricultura e na drea de
alimentos, em ambos os casos como carregadores de substancias de interesse. Na agricultura, a
intercalacdo de moléculas fisiologicamente ativas (auxinas) em HDLs é um campo bastante
promissor, devido a necessidade da planta de uma concentracdo de auxina exata para que possa
alcangar o apice do seu desenvolvimento. O HDL como matriz hospedeira pode ser desejavel, pois
podera proporcionar uma liberacdo sustentada (concentragdo gradual em funcio tempo) da auxina.
Além disso, existem outros efeitos importantes que devem ser mencionados. Sao eles:

» Aumento da estabilidade quimica das auxinas frente a luz e a temperatura;

» A liberacdo sustentada pode manter a concentracdo da auxina em niveis desejados por um
periodo maior de tempo;

» A superficie da matriz do HDL pode ser modificada para evitar liberacdo de espécies
indesejadas para a planta e promover liberacio sustentada da auxina;

» Aumento da estabilidade da auxina frente a decomposi¢do no transporte até a célula da planta

diminuindo possiveis efeitos colaterais.
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A utilizagao de HDLs como matrizes para liberacao sustentada de auxinas ¢ um “cenario”
novo. Estudos reportados na literatura mostram a realizacao da sintese de HDLs intercalados com
auxinas, bem como a caracterizacdo dos materiais produzidos e testes de liberacdo in vitro. No
entanto, a realiza¢do de bioensaios em escala laboratorial e de campo ndo é comumente reportado.
Partindo deste ponto, o presente trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo de ANA intercalado
em HDLs de zinco e aluminio, a realizacdo de ensaios de liberagdo in vitro e de maneira inédita

bioensaios realizados com feijao tanto em escala de campo como laboratorial.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:
1 — Sintetizar HDLs de zinco e aluminio intercalados com ANA usando trés diferentes propor¢des
molares entre os cations Zn:Al = 2:1, 3:1 e 4:1;
2 — Caracterizar os HDLs produzidos por diferentes técnicas de andlises, dentre elas: Difracdo de
Raios X no P6 (DRXP), Espectrofotometria na Regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier e Acessorio de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR), Andlise Termogravimétrica
Acoplada a Calorimetria de Varredura Diferencial e Espectrometria de Massas (TGA-DSC-MS),
Area Superficial Especifica (ASE), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Andlise
Elementar.
3 — Realizar estudos de liberacdo in vitro dos HDLs sintetizados, monitorando a quantidade de
ANA liberado nas solu¢des em funcdo do tempo;
4 — Realizar bioensaios com sementes de feijao encapsuladas com filmes de alginato de sédio
contendo Zn,Al-ANA-HDL. Os bioensaios foram realizados em dois ambientes diferentes: (i)

laboratério usando caixas minirhizotron com 4gar e (ii) casa de vegetacao usando vasos com solo;
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5 — Realizar testes de porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo (IVG)

usando bandejas com areia.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho apresentavam grau analitico e foram usados
sem purificacdo prévia. Os reagentes empregados, assim como suas férmulas moleculares e origem,
sdo exibidos no Apéndice A. A 4gua utilizada nos procedimentos de sintese, tanto no preparo das
solucdes, quanto na lavagem do material pés-sintese foi fornecida por um sistema MilliQ®.
Reagentes higroscopicos, como os nitratos dos cations bi e trivalentes foram previamente secos em

dessecador sob pressdo reduzida na presenca de silica gel ativada.

3.2. Experimental
3.2.1. Sintese dos HDLs intercalados com ANA

As amostras de ZnAl-ANA-HDLs foram sintetizadas utilizando o método de CpC. Para a
sintese do Zn,Al-ANA-HDL, 0,03 L de uma solucdo contendo 3,84)(1()'3 mol de Zn(NOs), e
1,92)(10"3 mol de AI(NOs3); foram lentamente adicionados sob 0,15 L da solu¢dao contendo 9,60)(10'3
mol de ANA. A solu¢do foi mantida a pH constate (pH = 9,5 + 0,5) pela adi¢do gota a gota de uma
solu¢do de NaOH 1,0 mol/L. Durante a sintese, o sistema foi mantido sob agitagdo constante e
atmosfera de N,. O solido resultante da sintese foi lavado sucessivas vezes com H,O e seco em
dessecador sob pressdo reduzida na presenga de silica gel ativada. O processo de sintese do Zn3Al-
ANA-HDL e do ZnsAl-ANA-HDL foi similar ao supracitado sendo alterado somente o nimero de

mols do cétion bivalente para 5,76)(10'3 mol e 7,68)(10'3 mol, respectivamente.
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3.2.2. Sintese do HDL intercalado com carbonato

A amostra de Zn,Al-CO3-HDL foi sintetizada utilizando o método CpC. Para a sintese, 0,25
L de uma solucao contendo 3,54x102 mol de Zn(NOs), e 1,77x10 mol de AI(NOs3); foi preparada.
Preparou-se também 0,25 L de uma solucdo contendo 7,03)(10'2 mol de Na,COs;. A solugdo
contendo carbonato foi adicionada sob agitacdo a 1 L de dgua até o pH ficar com valor igual 10. Em
seguida, a solu¢do contendo os cdtions foi gotejada lentamente (~1 gota's') sobre a solucdo
contendo o anion carbonato. A mistura reacional foi mantida a pH constate (pH = 10 + 0,5) pelo
gotejamento de uma solucdo de NaOH 1,0 mol/L. Durante a sintese, o sistema foi mantido sob
agitacao constante. Finalizado o processo de sintese, todo o meio reacional ficou em repouso por 12
h. O sélido resultante da sintese foi centrifugado e seco em dessecador sob pressdo reduzida na

presenca de silica gel ativada. O processo de sintese descrito foi adaptado de Reichle" e Miyata.52

3.2.3. Determinacao das quantidades de Zn e Al nos HDLs

Para a determinacio das quantidades de Zn e Al presentes nos HDLs foi utilizado a andlise
por Espectrofotometria de Emissdo Atomica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES). A
abertura das amostras de HDLs foi realizada do seguinte modo: 0,5 g dos HDLs foram pesados e
adicionados a uma mistura contendo 5x10° L de HNO; (14 mol/L) e 2,5x107 L de agua
deionizada. A suspensdo formada foi misturada durante 1 h com agitacao reciprocante de 60 rpm, o

extrato foi filtrado em papel de filtro quantitativo e em seguida analisadas por ICP-OES.

3.2.4. Determinacao da quantidade de ANA contida nos HDLs
Para determinar a quantidade de ANA intercalado nos HDLs, foi utilizada a
Espectrofotometria na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis). Para esta analise foi construida uma

curva analitica a partir de uma solu¢do de ANA com concentragao de 100 mg/L. As concentragcdes
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utilizadas para construcdo da curva padrdo foram: 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/L de ANA. O

processo de determinagdo descrito foi adaptado da referéncia 19.

3.2.5. Preparo do o da concentracio de ANA

Sabendo que cada 6rgdo da planta reage de maneira diferente a concentracdo de auxina
aplicada, podendo inibir ou promover o crescimento dependendo da quantidade da auxina aplicada
e como na literatura existe falta de informacao sobre a concentracdo “ideal” de ANA onde a raiz do
feijao chegaria ao 4pice do seu crescimento, foi realizado um pré-ensaio para encontrar a
concentracdo adequada de ANA a ser utilizada nos estudos de liberacdo in vitro e também nos
bioensaios.

Para a realizacdo do pré-ensaio foram usadas caixas minirhizotron (15 cm x 15 cm) e papel
germitest com o ANA nas concentracoes: 10‘6, 107 , 10'4, 10'3, 10'2, 10‘1; 0 e 10 mg/L. O
experimento foi conduzido em triplicata sendo cada repeti¢do realizada com 10 sementes de feijao.
O papel germitest usado foi previamente esterilizado a 200 °C por 2 h. Foi avaliado o comprimento

das raizes e da parte aérea das plantulas durante 15 dias.

3.2.6. Preparacao do estudo cinético in vitro de ANA

A liberac@o in vitro do ANA puro e intercalado no Zn,Al-ANA-HDL foi realizada a partir
de solugdes aquosas com trés valores diferentes de pH (4, 7 e 10). O controle do pH das solugdes,
durante a execugdo dos experimentos, foi realizado por meio da adi¢do de solugdes de HNOs (0,15
mol/L) e NaOH (0,10 mol/L) nas suspensdes de ANA puro e intercalado (Zn,Al-ANA-HDL). As
suspensdes contendo ANA foram preparadas adicionando-se 1,0x107 mg de ANA em 0,1 L de
H,0. As suspensoes contendo Zn,Al-ANA-HDL foram preparadas adicionando-se 2,7x10 mg do
HDL em 0,1 L de H,O. Assim, para efeito de comparacdo, as quantidades de ANA utilizadas nos

experimentos foram normalizadas.
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As suspensdes formadas foram mantidas sob agitacdo reciprocante de 80 rpm e temperatura
de 25 °C por 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicatas. Durante o processo de
liberacao, aliquotas de 5,0x10” L das suspensdes eram retiradas em intervalos de tempos pré-
determinados e filtradas em papel de filtro quantitativo. Em seguida, os valores de pH eram
verificados e se necessdrio ajustados como descrito acima. O valor retirado nas aliquotas foi reposto
mantendo o volume constante. A quantidade de ANA liberada nas suspensdes foi medida por

Espectrofotometria UV-Vis. 17.19

3.2.7. Preparacao dos filmes poliméricos para revestimento das sementes

Os géis utilizados na formacdo dos filmes para revestir as sementes de feijao foram
preparados diluindo-se o alginato de s6dio no volume de &4gua e de suspensdes com as
concentracdes mencionadas na tabela 4 durante 2 h. Em seguida as sementes foram imersas nos géis
formados e posteriormente em uma solu¢ao de Ca(NO3), 5,0 % durante 10 segundos, para formacao
dos filmes. Para que os filmes ficassem homogéneos, as sementes foram secas a 25 °C por um
periodo de 2 h antes de serem utilizadas nos bioensaios. A composicao dos filmes é mostrada na
Tabela 4.

Tabela 4: Composi¢do dos filmes poliméricos.
Filmes  Alginato (mg) V(L) [Zmn,Al-CO;-HDL](mg/L) [ANA](mg/L) [Zn,Al-ANA-HDL]| (mg/L)

Ml 500 0,025
M2 500 0,025 1,0x10°
M3 500 0,025 1,0x107
M4 500 0,025 2,7x107

3.2.8. Preparacao do bioensaio em agar
O experimento foi realizado em caixas minirhizotron com capacidade de 1 L. Foram
testados 5 tratamentos com 4 repeticdes sendo 15 dias de cultivo. Nesse experimento, as sementes

foram pré-tratadas como descrito na se¢do 3.2.7 e logo depois imersas no dgar. Em cada caixa
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foram colocadas 3 sementes. O experimento foi preparado do seguinte modo: Foram pesados 8 g de
dgar com 4 g de solucdo nutritiva de sais minerais (descrita no Apéndice A) para cada repeticdo do
experimento independente do tratamento. Em seguida, foi adicionado 1 L de d4gua em cada mistura
pesada sendo a mistura aquecida em forno de micro-ondas por 15 min para a dissolu¢ao completa.

Por fim, a mistura foi resfriada em banho de gelo até adquirir consisténcia de gel.

3.2.9. Preparacao do bioensaio em casa de vegetacao usando vasos com solo

Este bioensaio incluiu 5 tratamentos com 4 repeti¢des sendo 30 dias de cultivo. O método de
plantio nos vasos com solo é descrito a seguir: Inicialmente foram colocados 3 dm’ de latossolo
argiloso em cada vaso. Em seguida foram semeadas 6 sementes de feijdo encapsuladas,
procedimento descrito na secdo 3.2.7, com 3 cm de profundidade. Decorridos 10 dias de cultivo, 4
plantas foram desbastadas ficando duas para anélises posteriores. Durante todo o periodo de cultivo,
os vasos foram molhados de acordo com a necessidade. Ao final do periodo de cultivo, as raizes e a

parte aérea de cada planta foram analisadas.

3.2.10. Estudo da porcentagem de germinacao e do indice de velocidade de germinacio (IVG)

Os testes de germinacdo foram conduzidos a temperatura de 25 °C. As sementes de feijao
foram desinfestadas com solugdo de hipoclorito de sédio 2,5 %, durante 2 min e lavadas com agua
deionizada. Apds o revestimento das sementes com os filmes poliméricos descritos na se¢do 3.2.7, a
semeadura foi realizada a profundidade de 3 cm em bandejas com areia. O nimero de sementes
germinadas foi avaliado diariamente durante 15 dias, adotando-se como critério de germinacdo a
emergéncia dos cotilédones, com o consequente surgimento do hipocétilo.67 O célculo do IVG foi
realizado por meio da férmula descrita por Maguire68, apresentada na segdo 3.4.

A seguir sdo apresentadas as técnicas utilizadas para a caracterizagdo dos materiais

produzidos.
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3.3. Caracterizacao estrutural dos HDLs

Os HDLs foram caracterizados usando diversas técnicas sendo que as andlises de DRXP
foram realizadas em um difratdmetro de raios X Shimadzu modelo XRD-6000. A radiagao utilizada
foi de Cu-Ko; com A = 1,5406 A. O potencial e a corrente da fonte foram de 40 kV e 40 mA,
respectivamente. Todos os difratogramas foram obtidos em uma faixa de varredura (20) de 2 a 70°,
com um passo de 0,02° a cada segundo.

Para as anélises de FTIR-ATR foi utilizado um espectrofotometro Jasco modelo FTIR 4100.
Todos os espectros foram obtidos com 60 varreduras, sendo a faixa de comprimento de onda
variando de 4000 a 400 cm’.

As quantidades dos metais Zn e Al nos HDLs foram determinadas por ICP-OES em um
equipamento PerkinElmer, modelo Optima 8300.

A quantidade de ANA existente nos HDLs foi determinada por UV-Vis, utilizando Apax =
280 nm. O equipamento utilizado foi um Thermo Scientific modelo Evolution 300.

A morfologia dos HDLs foi analisada por meio de MEV. As medidas foram realizadas em
um microscopio de varredura Carl Zeiss, modelo EVO 50. As amostras foram suportadas em um
porta-amostra pela dispersdao do po sobre fita adesiva dupla face condutora. Uma cobertura de ouro
fo1 aplicada sobre as amostras antes das medidas, utilizando um Sputter BAL-TEC, MED 0.50.

As analises de TGA-DSC-MS foram realizadas em um equipamento Netzsch modelo STA
409 PC — Luxx acoplado a um Netzsch modelo QMS 403 C — Aedlos. A taxa de aquecimento
utilizada foi de 10 °C/min com fluxo de O, de 50 Cms/min, e a faixa de aquecimento foi da
temperatura ambiente até 1000 °C.

As analises de ASE e tamanho de poros foram determinadas por meio de isotermas de

adsorcao/dessorc¢ao de N, a —196°C, utilizando um analisador de area superficial da Micromeritics,

27



modelo ASAP 2020N. As amostras foram aquecidas a 80 °C por 48 h sob pressdo reduzida antes

das medidas de adsor¢do. A area superficial especifica foi determinada pelo método BET.

3.4. Forma de Analise dos Resultados

A DRXP permite a identificagdo de formacdo de material lamelar nos materiais sintetizados.
Um padrio de DRXP de um HDL intercalado com carbonato foi usado como comparativo,
destacando a presenca de picos basais (00l) que identificam a sequéncia de empilhamento das
lamelas, evidenciando a formac¢ao de composto lamelar.

Todos os materiais preparados apresentaram picos basais nos difratogramas que foram
indexados e comparados com o padrio de ANA puro e também com o padrio do mineral
hidrotalcita (Mg-Al-COs-HDL), presente no banco de dados Power Diffraction Files, JCPDS-
ICDD, PDF - 2 Database Sets 1-44, além da compara¢cdo com trabalhos descritos na literatura. Apds
a indexacgdo dos picos nos difratogramas, foi utilizada a equacdo de Bragg para se determinar os
espacamentos basais. Os valores foram obtidos por meio da média das distancias encontradas para
0s picos basais identificaveis e de boa defini¢do. A lamelaridade dos materiais sintetizados pode ser
obtida pela comparacdo dos valores das distancias interlamelares (dj) obtidas para cada um dos

picos. Essa distancia pode ser calculada pela equacdo de Bragg: 1035,70

nA = 2d-send (eq. 1)

sendo n a ordem de reflexao do pico, dpx 0 espacamento interlamelar para o pico ikl e 6 o angulo
de Bragg, determinado pelo pico de difracdo. A repeticio do valor de d, para n = 1, 2, 3..,,
demonstra a lamelaridade do material. Este tratamento € valido para qualquer anion intercalado. O
espacamento basal (d) foi calculado pela média dos valores dos picos basais observados, de acordo

com a equacao:
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d=1/n (d()()3 + 2d()06 +... 4 ndoon) (eq. 2)

A partir dos valores dos espacamentos basais, descontando-se o valor de 4,8 A que €
atribuido a espessura da lamela, obtém-se entdo o valor do espagamento interlamelar. Utilizando
programas computacionais adequados, calcula-se o tamanho da molécula intercalada, fazendo a
associacdo do valor obtido ao espacamento interlamelar, estipulando assim o arranjo espacial das
moléculas no interior das lamelas.

Através das andlises de DRXP também foi determinado o tamanho médio das particulas
utilizando os picos referentes aos planos (003), (006) e (009) da estrutura cubica de face centrada
(fcc) das amostras de HDLs, antes e depois do estudo de liberacdo in vitro, em torno de 20 = 4,5;

9,3 € 15,0 e empregando-se a equacao de Scherrer’' representada abaixo:

Tc = kA/BcosB (eq. 3)

Nesta equagdo, Tc representa o tamanho do cristalito, K € uma constante cujo valor depende
da forma da particula (sendo igual a 0,91 para particulas esféricas), A € o comprimento de onda da
radiagdo eletromagnética utilizada (ACu= 1,5406 A, valor referente a radiacdio caracteristica
principal emitida pelo cobre), # é a metade do angulo de difracdo ou angulo de Bragg e f também
chamado de FWHM, ¢€ a contribui¢do dada pelo tamanho do cristalito a largura a meia-altura do
pico de difrag@o correspondente, sendo 6 e f//FWHM representados em radianos.

As andlises de FTIR-ATR permitem determinar quais grupos funcionais estdo presentes no
ANA, além de auxiliar na verificacdo da presencga da espécie organica nos HDLs, por meio de suas
bandas caracteristicas. Também € possivel verificar, pelo deslocamento de bandas caracteristicas do

composto organico, a existéncia de algum tipo de interacio entre o composto organico intercalado e

as lamelas do HDL.
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A TGA acompanha a perda e, ou, ganho de massa da amostra em funcio da temperatura. A
DTG ¢ a derivada da variacdo de massa em relagdo ao tempo (dm/dt). Em outras palavras, a DTG é
a derivada primeira da TGA. Na DSC sao analisadas as variagdes de entalpia da amostra, submetida
a uma programagao controlada de aquecimento. Duas modalidades sdo empregadas para se obter os
dados de DSC: DSC por Compensagao de Poténcia e DSC por Fluxo de Calor. A primeira ¢ um
arranjo no qual a referéncia e a amostra sio mantidas na mesma temperatura, por meio de
aquecedores elétricos individuais. A poténcia dissipada pelos aquecedores € relacionada com a
energia envolvida no processo endotérmico ou exotérmico. Na DSC por Fluxo de Calor, o arranjo
mais simples € aquele no qual a amostra e a referéncia, contidas sem seus respectivos suportes de
amostra, sdo colocadas sobre um disco de metal. A troca de calor entre o forno e a amostra ocorre

. o 3449
preferencialmente pelo disco.

Para os materiais obtidos a determinagdo das etapas de
decomposi¢do dos HDLs foi conduzida pela comparacido da taxa de decomposicdo ao longo da
curva TGA. Como o anion intercalado € orginico, as etapas de decomposi¢do ndo sdo bem
definidas devido a sobreposi¢do dos eventos de decomposicao, ndo sendo possivel distinguir com
exatidao, por exemplo, o ponto final da perda de 4gua (adsorvida e estrutural) do inicio da etapa de
desidroxilagdo, assim como o inicio e o final da etapa de decomposicdo do ANA intercalado.

Os resultados de ASE e porosidade dos HDLs preparados foram determinados pela teoria de
adsorcdo multimolecular de gases (BET) e pelo modelo matematico (BJH), que calcula a
distribuicdo dos tamanhos de poro, respectivamente.70 Os valores de porosidade e drea superficial
obtidos para os HDLs foram comparados com dados da literatura.

Ap6s a quantificacdo dos cétions Zn e Al, por ICP-OES e a determinagdo da quantidade de

agua de hidratagdo por TGA, foi possivel estipular a formula minima aproximada de cada um dos

materiais sintetizados, considerando a férmula geral dos HDLs: [M** |, .M**(OH),]** A™ ym- nH,O.
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Nos estudos de liberagdo in vitro envolvendo o ANA, a quantidade do anion liberado em
solu¢do em fun¢ao do tempo foi determinada por espectrofotometria UV-Vis. Com os valores de
concentragdes obtidos apds o tempo final de contato (24 h), foram construidos gréficos de liberacao,
relacionando a quantidade do anion liberado para as solu¢des (em unidades de mg do &nion liberado
por litro de solu¢do) em funcdo do tempo em h. Os valores obtidos foram ajustados para o modelo

72-75

cinético proposto por Higuchi que descreve uma matriz insolivel como uma porcentagem

cumulativa da auxina liberada versus a raiz quadrada do tempo.

Qt = kt%> (eq. 4)

onde Qt € a quantidade (mg) de ANA liberado no tempo ¢ (h) e k € a constante da taxa de liberacdo
do modelo de Higuchi.

Para os bioensaios realizados no dgar e casa de vegetacdo, os experimentos montados
utilizaram delineamento experimental inteiramente casualizado, com os tratamentos distribuidos em
arranjo fatorial 1 x 5 (uma temperatura e 5 tratamentos) para os bioensaios no dgar e casa de
vegetacdo. As andlises de raizes foram efetuadas pelo software SAFIRA — Software de andlise de
fibras e raizes por imagem’® e as folhas pelo programa ImageJ (ij).”” A determinacdo de matéria
fresca e seca das raizes e das folhas foi realizada com auxilio de balanga analitica. O comprimento
das raizes e das plantulas foi mensurado com uma régua de alta graduagdo (1:1.000).

O cilculo do IVG foi realizado por meio da férmula descrita por Maguire,*® representada

abaixo (eq. 4).

ve= oL, G2, an 5
- N1 N2 Nn (eq-5)

31



onde IVG = Indice de Velocidade de Germinagdo; GI, G2 e Gn = numero de plantulas normais
computadas na primeira, segunda e na ultima contagem, respectivamente; NI/, N2 e Nn = nimero de

dias de semeadura na primeira, segunda e dltima contagem, respectivamente.

3.5. Analise estatistica

Os dados obtidos para os tratamentos tiveram a normalidade dos erros avaliada pelo teste de
Tukey, devido ser o teste mais comumente utilizado. A comparacdo foi feita por andlise de
variancia ANOVA com esquema de fator dnico ou fatorial simples sem transformacdo dos dados
analisados. Todos os testes foram realizados ao nivel de significancia de 5 %. As andlises

estatisticas foram conduzidas com auxilio do software SPEED Stat 1.0."®

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacao dos resultados foi dividida em quatro subsecdes, como descrito a seguir:
I — Obtencao e caracterizacdo dos HDLs contendo os resultados de DRXP; FTIR-ATR; TGA-DSC-
MS; ICP-OES; UV-Vis; ASE; MEV e anilise elementar.
IT — Estudo de liberacao in vitro observando o efeito dos valores de pH (4, 7 e 10) nas quantidades
liberadas do anion intercalado.
IIT — Bioensaios realizados em dgar [Camara de crescimento vegetal do Laboratorio de Fisiologia e
Metabolismo de Produgdo Vegetal (LAFIMEPRO)] e solo [casa de vegetacao].

IV — Testes de porcentagem de germinagdo e IVG.

4.1. Obtencao e caracterizacao dos Hidroxidos Duplos Lamelares
Para efeito comparativo entre os HDLs foi sintetizado um HDL intercalado com anion

carbonato (Zn,Al-CO3;-HDL). Esse HDL foi utilizado em uma mistura com o sal do ANA, atuando
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. , 2, . . ~ .
como uma matriz, uma vez que o fon CO3; ™~ € comum ao meio de dissolucdo. Os difratogramas para

os HDLs preparados e do ANA sdo apresentados na Figura 5.
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Figura S: Difratogramas para: (a) ANA, (b) Zn,Al-CO3;-HDL, (c) Zn,Al-ANA-HDL, (d) Zn;Al-
ANA-HDL e (e) ZnsAlI-ANA-HDL.

Os picos basais, (00/) apresentados nos difratogramas das Figuras 5 (¢) a 5 (e), evidenciam a
intercalacdo do ANA. Os valores de espacamento basal e espacamento interlamelar calculados para

estes materiais sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Espacamentos basais e interlamelares dos HDLs sintetizados.

HDLs Espacamentos basais (A) Espacamentos Interlamelares (A)
Zn,Al-COs-HDL 9.0 4,2
Zn,Al-ANA-HDL 19,2 14,4
Zn3Al-ANA-HDL 19,7 14,9
ZnsAl-ANA-HDL 19.9 15,1

Analisando os difratogramas, nota-se que os HDLs apresentaram organizagdo estrutural
(picos basais estreitos e intensos) e também pureza de fase (auséncia de picos interferentes). Os

valores dos espacamentos basais calculados foram coincidentes com os valores reportados na
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literatura para intercalacio de ANA em ZnAI-ANA-HDLs.'®!" Além dos difratogramas

apresentados, foi calculado o tamanho médio das particulas sendo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Tamanho médio de particulas para o ANA e os HDLs produzidos.

Amostras Tc (nm)
ANA 221,6
Zn,Al-ANA-HDL 117,0
Zn3;Al-ANA-HDL 125,7
Zn4Al-ANA-HDL 133,6

A Tabela 6 mostrou o ANA, que € o material de partida para a sintese dos HDLs, com
tamanho de particulas elevado. Entre os materiais produzidos, o Zn,Al-ANA-HDL apresentou
tamanho de particulas menores, o ZnsAl-ANA-HDL particulas maiores e o Zn3;Al-ANA-HDL
particulas intermedidrias. A grande diferenca entre o tamanho de particulas do ANA e os HDLs
pode estar relacionada com os precursores usados na preparacdo, e também com a velocidade de
adi¢do dos cations durante a sintese, a pureza dos materiais € a temperatura utilizada.”' Com relacdo
as andlises de FTIR-ATR para o ANA e os HDLs produzidos, os resultados sdo apresentados na

Figura 6.

34



(d) 2
o
5] o
g N v 8 o
[se} Lo~ ~ <
O‘_,\\— [Te}
w0 ~N
N
~ -
—~
5 () 3
(U- o ™ N~
=} 0 13 co '« o
= ) DHoN S ©
%) NOoR~- R
(0] —— M [Te]
3 ®
G
<
= |(b) S il
£ 2 8 r
] @ & 3 S o
C ™ [Te)

N~ N~ <
© O — O [Te)
o 2B
- - =%

(@) g o
0 o
3 8 B8R g%
N
T osred g9

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 6: Espectros FTIR-ATR para: (a) ANA, (b) Zn,AlI-ANA-HDL, (c) Zn3;Al-ANA-HDL e (d)
Zn4Al-ANA-HDL.

Os espectros FTIR-ATR evidenciaram que os todos os materiais apresentam bandas largas
na regidao de 3350 cm’™, sendo estas referentes 2 presenca de H,O. No caso dos HDLs, esta banda
também € referente a presenga de grupos hidroxila presentes nas lamelas. As bandas em 2350 cm’
sdo referentes a deformacdo axial simétrica de CO,, possivelmente proveniente de contaminagdo
pelo ar. Na regidao de 1750 cm™' ocorrem bandas atribuidas ao estiramento axial de carbonila (C=0),
para 4cidos carboxilicos alifaticos saturados presentes na estrutura do ANA. Observa-se também
bandas em torno da regido de 1550 cm™ que sdo atribuidas 2 absorcdo da ligacio C=C de anel
aromadtico, presentes nos materiais sintetizados e no material de partida. Na regido entre 1370-1000
cm” nos HDLs e também no ANA puro ocorre a presenca de bandas referentes a deformacio
angular no plano da ligagio —C—H em compostos aromaticos.”

Na regido de 780 cm™ aparecem bandas com baixa intensidade tanto para o ANA puro
quanto para os materiais sintetizados, que ocorrem devido a deformacgdo das ligacdes —O-H. Na

|

regido de 540 cm™ € evidenciado bandas menos intensas que aparecem em todos os HDLs,
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atribuidas ao estiramento das ligagdes metal-oxigénio das lamelas.”” Estes resultados confirmam a

presenca do ANA nos HDLs sintetizados. Também € possivel verificar, pelo deslocamento de

bandas caracteristicas do ANA puro, a existéncia de algum tipo de interagdo entre o composto

organico intercalado e as lamelas do HDL. Foram realizadas também andlises termogravimétricas

(TGA-DSC-MS) para os HDLs e os resultados sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: (a) TGA-DSC-Zn,Al-ANA-HDL, (b) TGA-MS-Zn,Al-ANA-HDL, (c) TGA-DSC-
Zn3Al-ANA-HDL, (d) TGA-MS-Zn;Al-ANA-HDL, (e) TGA-DSC-ZnsAl-ANA-HDL e (f) TGA-

MS-ZnsAl-ANA-HDL.
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Os HDLs apresentaram trés etapas principais de decomposi¢ao térmica bastante semelhantes
entre si. A primeira etapa ocorre de 25 °C até uma temperatura proxima de 140 °C, a segunda de
140 °C até uma temperatura proxima de 270 °C e a terceira entre 270 °C e 500 °C. Os espectros de
massas revelam que para os trés HDLs até 140 °C ocorre a perda de moléculas de H,O de adsor¢ao
com m/z = 18. Nesta etapa, a porcentagem de perda de massa para o Zn,Al-ANA-HDL foi de
aproximadamente 8 %, para o Zn3Al-ANA-HDL foi de 7 % e para o ZnsAl-ANA-HDL foi de 6 %.

A segunda etapa de decomposi¢ao térmica com m/z = 18 que ocorre entre 140 °C e 270 °C é
decorrente da liberacdo de H,O de intercalacdo e desidroxilacdo das lamelas inorganicas. Nesta
etapa, a porcentagem aproximada de perda de massa para o Zn,Al-ANA-HDL foi de 41 %, para o
Zn3Al-ANA-HDL foi de 42 % e para o ZnsAl-ANA-HDL foi de 44 %. Na terceira etapa de
decomposi¢do térmica para m/z = 18 entre 270 °C e 500 °C € atribuida a decomposi¢do do restante
das hidroxilas e também do ANA. Na terceira etapa nota-se também que existe a perda de CO, com
m/z = 44 proveniente de uma possivel intercalagdo de anions COs> contaminantes. Em temperaturas
superiores a 500 °C ocorre a formacgdo de 6xidos de zinco e aluminio. As quantidades de Zn* e
AI’*, assim como a razdo molar entre esses cations calculada para as amostras de HDLs sdo

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7: Quantidades de Zn e Al presentes nas amostras de HDLs.

Amostra Zn (mols) Al (mols) Zn:Al
Zn,Al-ANA-HDL 7,5x107 3,2x107 2,3:1
Zn;Al-ANA-HDL 8,8x102 2,5x102 3,5:1
ZnsAl-ANA-HDL 8,9x10 2,0x107 4.4:1

Os resultados apresentados na Tabela 6 evidenciaram que as razdes molares entre os cations
Zn:Al possuem valores préximos em comparagdo com a razdo molar utilizada para se fazer as
sinteses que foram de Zn:Al = 2:1, 3:1 e 4:1 apresentando uma diferenca em torno de 13 % entre os

valores determinados e os utilizados. Além da quantificacdo dos cétions, o ANA intercalado
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também foi determinado sendo a curva analitica para sua determinagdo e os valores do anion

encontrado nos HDLs apresentados na Figura 8 e na Tabela 8 respectivamente.
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Figura 8: Curva de absorbancia versus concentracido de ANA presente nos HDLs.

Tabela 8: Porcentagens de ANA encontrado nos HDLs.

Amostra Concentragdo de ANA (mg/L) ANA (%)
Zn,Al-ANA-HDL 37,1 37,1
Zn3;Al-ANA-HDL 24.0 24,0
Zn4Al-ANA-HDL 34,8 34,8

A porcentagem de ANA obtida para o Zn,Al-ANA-HDL estd em conformidade com os
valores encontrados na literatura para HDLs intercalados com este anion apresentado uma
divergéncia de 2 % entre os valores.'®!” Os valores encontrados para Zn3;Al-ANA-HDL e ZnjAl-
ANA-HDL estdo divergindo em relacdo ao da literatura em cerca de 37 % e 8 % respectivamente.
Os resultados referentes as isotermas de adsor¢do/dessor¢do de N; para os HDLs sdo apresentados

na Figura 9.
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Figura 9: Isotermas de adsor¢ao/dessor¢ao de N, para: (a) Zn,Al-ANA-HDL, (b) Zn;Al-ANA-

HDL e (c) ZnsAl-ANA-HDL.

Os materiais apresentaram isoterma do tipo II, pois os graficos sdo convexos em relacdo ao

eixo de pressdo relativa, ndo apresentando ponto de inflexdo. Nesse caso, as interacdes entre

adsorvato-adsorvente sdo mais fracas em relacdo as interacOes entre adsorvato-adsorvato. O HDL

sintetizado exibe histerese do tipo H1, caracteristica de materiais porosos com aglomerados, ou seja,

as particulas

sdo unidas de forma rigida apresentando um agregado com fragmentos

. . 35,80-82 : 4
indefinidamente coerentes. Complementando o resultado das isotermas, os valores de area

superficial especifica, volume e didmetro médio de poros para os HDLs sdo apresentados na Tabela

9:

Tabela 9: Dados de drea superficial especifica, volume e didmetro médio de poros das amostras de

HDLs.
Materiais Area superficial Volume de poros Didmetro médio de poros
(m/g) (cm’/g) (nm)
ZnyAl-ANA-HDL 29,7 0,17 25,5
Zn;Al-ANA-HDL 423 0,24 24,7
ZnsAl-ANA-HDL 45,0 0,25 25,2
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Os valores de drea superficial, volume e didmetro médio de poros apresentados sdo
caracteristicos da formacdo de materiais mesoporosos.*> Além das isotermas de adsor¢io/dessorcio
de N, e dos dados de ASE foram realizadas também imagens representativas de MEV para o ANA

e os HDLs sintetizados sendo os resultados mostrados na Figura 10.

10,
4 EWT=2000kv  Mag= 300KX

T S TR

i -
« 2 e [ e\
”‘f‘.f\

P

s
etV
-

g}’f'?w\

ENT = 2000 kv Mag = 1000K X

SO i LB
104m
{ P L ENT=2000W  Mags 300KX
e

Figura 10: Imagens representativas de MEV para: (a) ANA 3.00 K.X, (b) ANA 10.00 K.X, (c)
Zn,AI-ANA-HDL 3.00 K.X, (d) Zn,Al-ANA-HDL 10.00 K.X, (e) Zn;Al-ANA-HDL 3.00 K.X, (f)
Zn3;Al-ANA-HDL 10.00 K.X, (g) ZnsAl-ANA-HDL 3.00 K.X e (h) ZnsAl-ANA-HDL 10.00 K.X.
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Por meio das imagens representativas de MEV pdde-se notar que o ANA puro, Figuras 11
(a) e (b), apresenta caracteristicas de material poroso com valores médios de poros iguais a 25 pm.
Para os HDLs, Figuras 11 (c), (d), (e), (f), (g) e (h), nota-se a formacdo de agregados e placas
compactas sobre a superficie dos materiais, sendo esta forma¢do comum para HDLs intercalados

com anions orgélnicos.83 Os resultados de EDS para o ANA e os HDLs preparados sdo mostrados na

Tabela 10.

Tabela 10: Dados de EDS para o ANA e os HDLs preparados.

Materiais O Na Al Si S Cl /n

ANA 10,1 4,3 0,3 0,2 1,2 9,3 ---
Zn,AlI-ANA-HDL 13,4 --- 14,9 0,4 0,4 - 65,3
Zn;Al-ANA-HDL 13,8 --- 12,4 0,9 - - 68,9
Zn4Al-ANA-HDL 10,8 --- 8,4 --- --- --- 78,0

A quantidade de H,O (determinada por andlise termogravimétrica), e a férmula proposta

para as amostras de HDLs sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Andlise elementar e férmulas propostas para as amostras de HDLs.

Materiais C N H H,O
(%)
Zn,Al-ANA-HDL 31,13 0,01 4,36 17,5
Zn3Al-ANA-HDL 29,57 0,02 4,07 15,0
Zn4Al-ANA-HDL 30,27 0,07 4,03 14,0
Férmulas Propostas

anAl-ANA-HDL [Zn2,34A1 1 ,00(0H)2]ANA7,42- 8H20
anAl—ANA—HDL [Zn3,52A11 ,()()(OH)z] ANA4,30' 7H20
ZD4A1—ANA—HDL [Zn4,45A11 ,()()(OH)z] ANAQ%' 6H20

As quantidades de C assim como de N encontradas para as amostras de HDLs indicam
contaminagdo por C032' e NOj; provenientes do ar e dos reagentes [Zn(NO3),:6H,O e

AI(NOs3)3-9H,0] usados durante a sintese, respectivamente.
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4.2. Cinética de desprotonacio do ANA

De acordo com os dados da Tabela 8, dentre os HDLs sintetizados, o Zn,Al-ANA-HDL € o
material que apresentou maior quantidade de ANA. Portanto, todos os estudos de liberagao in vitro
e bioensaios realizados foram conduzidos com este HDL.

Os dados cinéticos de liberagdo in vitro do ANA e do Zn,Al-ANA-HDL siao mostrados na

Figura 11. O estudo cinético foi adequado ao modelo de Higuchi.n*75

100 100

90 - (b) —o—pH4

< 60

< 40+

t*° (horas)
Figura 11: Cinética de desprotonacdo para: (a) ANA e (b) Zn,AI-ANA-HDL em valores de pH = 4,
7 e 10.

Tanto o ANA quanto o Zn,Al-ANA-HDL apresentaram taxas de desprotonacdo acumulada
mais répidas na primeira hora (t*° = 1,0). O equilibrio para o0 ANA foi alcancado ap6s 3 h (t* =
1,7) para as solucdes com valores de pH = 4 e 7. Na solucdo com valor de pH = 10, durante a
primeira hora (t*° = 1,0), a desprotonagio aconteceu de forma lenta, porém, com valores superiores
aos encontrados para as solucdes com valores de pH = 4 e 7. No intervalo de tempo entre 2 h (t*° =
14)e5h (tO’5 = 2,2), ocorreu um decréscimo da quantidade desprotonada.

Para o Zn,Al-ANA-HDL, nas solucdes com valores de pH = 4 e 7, ocorreu uma
desprotonagao lenta e gradativa. Comportamento similar foi observado para a solu¢do com pH = 10

durante as primeiras 3 h (t*° = 1,7), sendo os valores de liberacdo superiores aos outros pH. Entre 3
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h (‘[0’5 =1,7Ye10h (‘[0’5 = 3,2) aconteceu um decréscimo na taxa de desprotonagdao. Apés 10 h (to’5 =
3,2) a quantidade desprotonada se estabilizou ficando praticamente constante até completar 24 h
t** = 5,0). O estudo cinético mostrou que o Zn,AI-ANA-HDL exibiu valores de desprotonacio
menores que o ANA. Para as solucdes com valores de pH = 4 e 7 cerca de 30 % do ANA
intercalado foi desprotonado para a solucdo apés 24 h (t*° = 5,0), enquanto que 60 % do ANA foi
desprotonado no mesmo periodo.

Na solugdo com valor de pH = 10, 0 Zn,AlI-ANA-HDL também apresentou uma taxa menor
de desprotonagdo em relacao ao ANA. O resultado obtido neste valor de pH contraria o pressuposto
inicial de que o percentual maior de desprotonacio tanto para o ANA quanto para Zn,Al-ANA-
HDL, ocorreria em pH = 4 devido ao “ataque” de H" ao HDL, que desprotonaria o ANA intercalado
mais rapidamente.

Hussein et al.'” utilizando HDLs como matriz hospedeira em solugdes aquosas com varios
valores de pH (1, 4, 7, 8 e 14) obtiveram resultados semelhantes. Os autores descrevem que em
solugdes aquosas com pH inicial baixo (ajustado pela adigdo de HNO3), a alta concentrag@o de ions
NOj3 das solugdes, resultou na troca dos fons ANA pelos ions NO3 . Como resultado, os fons NO3
foram incorporados na camada interlamelar do Zn,Al-ANA-HDL e, ao mesmo tempo, a
desprotonacdo do ANA para a solucdo ocorreu em menor quantidade. Ao iniciar o experimento, o
processo de troca de ions € rapido. Quando uma espécie maior, como o ANA € trocada por um
anion menor, como o NOj3’, ocorre uma diminui¢cdo no espagamento basal e esta transformagdo de
fase dificulta a desprotonagio do ANA. A medida que a reacio se prolonga, um espagamento basal
menor e outro maior coexistem no mesmo cristal. Como resultado desta nova fase, ocorre a
formacgdo de uma barreira entre o Zn,Al-ANA-HDL e a soluciao aquosa e, consequentemente, a taxa
de ANA desprotonada para a solucdo aquosa diminui consideravelmente. Em virtude disso, a

quantidade de ANA desprotonado em solu¢gdo com valor de pH = 10 é bem maior em relacdo as
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quantidades desprotonadas em pH = 4 e 7. Isso é mostrado na Figura 11, com os gréificos de
desprotonacdo do ANA e do Zn,Al-ANA-HDL, adequados ao modelo de Higuchi mencionado na
secdo 3.4. Os resultados foram apresentados com os dados de todo o periodo de contato do ANA e
do Zn,Al-ANA-HDL com as solug¢des aquosas sendo que "2 =5,0 equivale ao tempo total de 24 h.
O po6 remanescente das suspensdes utilizadas para o estudo de liberagdo in vitro foi
submetido as andlises de DRXP e FTIR-ATR com objetivo de observar se ainda havia composto

lamelar. Os Difratogramas para o Zn,Al-ANA-HDL sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Difratogramas para: (a) Zn,Al-ANA-HDL; (b) Zn,Al-ANA-HDL/pH =4, (¢) Zn,Al-
ANA-HDL/pH =7 e (d) Zn,Al-ANA-HDL/pH = 10 ap6s cinética com 24 h.
Observa-se nos difratogramas que apds os testes de desprotonacdo in vitro, ocorreu uma
reduc¢do na intensidade dos picos basais referentes a intercalacdo de ANA para os trés valores de pH
estudados, sendo que a maior reducdo ocorreu no material submetido a solu¢do com valor de pH =

10. Este resultado sugere que uma quantidade maior de ANA foi desprotonada para esta solucio

aquosa, devido essa reducdo na intensidade dos picos basais. E importante ressaltar que ao final
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deste experimento, apds 24 h, o material sélido resultante ainda era lamelar contendo ANA
intercalado, ou seja, ndo sendo alcangado 100 % de liberacdo de ANA e, ou, destruicdo do material
lamelar. O tamanho médio das particulas para o Zn,Al-ANA-HDL apés o estudo cinético também

foi calculado e os valores sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12: Tamanho médio de particulas para o Zn,Al-ANA-HDL antes e ap6s o estudo de
liberacao in vitro.

Amostras Tc (nm)
Zn,Al-ANA-HDL 117,0
Zn,Al-ANA-HDL em pH =4 117,7
ZnyAl-ANA-HDL em pH =7 123,5
Zn,Al-ANA-HDL em pH = 10 128,3

Os dados expressos na Tabela 12 evidenciam que o estudo de liberagdo in vitro realizado
nos valores de pH =4, 7 e 10 apresentaram Tc préximos ao do material de partida. Esse fato indica
que o estudo cinético ndo destruiu na sua totalidade a estrutura do composto lamelar. Isso pode ser
comprovado pelos DRXP apresentados na Figura 12, onde se observou apds 24 h de estudo a
existéncia de picos caracteristicos de composto lamelar para os trés valores de pH. Corroborando
com os dados de difratometria, o grafico FTIR-ATR para o Zn,AI-ANA-HDL é mostrado na Figura

13.
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Figura 13: Espectros FTIR-ATR para: (a) Zn,Al-ANA-HDL, (b) Zn,Al-ANA-HDL/pH =4, (¢)
Zn,Al-ANA-HDL/pH =7 e (d) Zn,Al-ANA-HDL/pH = 10 apds cinética com 24 h.

A Figura 13 evidenciou que apés as 24 h do estudo cinético, as bandas em 1217 cm™, 1750
cm” e 2350 cm™ desapareceram. As duas primeiras bandas, 1217 cm™ e 1750 cm™, que sdo
referentes ao estiramento da ligacdo C-O e ao estiramento axial de carbonila em acidos carboxilicos
respectivamente desapareceram no estudo cinético em todos os pH. A banda 2350 cm™ que
correspondente a deformacdo axial simétrica de CO,, proveniente de contaminacido pelo ar,
desapareceu para o material submetido ao experimento com solucdo de pH = 7 continuando
presente nos materiais submetidos a solu¢des com pH 4 e 10. Esse fato pode estar relacionado com
o pH do CO,, que é neutro, o que sugere que sua banda caracteristica, 2350 cm™', se manteria nos
pH =4 e 10 devido serem valores de pH diferentes da sua estrutura original e ficaria sobreposta ao
valor pH =7, que é o pH com o mesmo valor da sua molécula ndo sendo possivel sua visualizacdo.
Pela l6gica, a banda caracteristica de CO, s6 apareceria em valores de pH diferentes do pH da
molécula original. O desaparecimento das bandas em 1217 cm™ e 1750 cm™', pode estar relacionado

com a destruicdo parcial das lamelas do HDL o que levaria a uma liberagdo do ANA para as
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solugcdes aquosas. Nota-se que no pH = 10 a reducao na intensidade das bandas corroborou com os
dados da Figura 12, evidenciando uma liberagdo maior da auxina para este valor de pH. Os

resultados dos bioensaios realizados s@o apresentados a seguir.

4.3. Bioensaios
4.3.1. Pré-ensaio da concentracio de ANA

Os resultados do pré-ensaio estao apresentados na Figura 14:
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Figura 14: Comprimento de: (a) parte aérea de plantulas e (b) raizes no pré-ensaio.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 14, o melhor resultado para o
comprimento de raizes foi observado para a concentragdo de 1,0x107 mg/L de ANA. Para a parte
aérea de plantulas, o melhor resultado foi encontrado para a concentracdo de 1,0x10™ mg/L de
ANA. Como o ANA apresenta resposta fisiologica melhor para as raizes serd considerada a
concentracdo de 1,0x107 mg/L como o ponto 6timo de acdo. Dessa forma os testes foram

embasados nessa concentracao da auxina.

4.3.2. Bioensaio em agar

Os resultados obtidos neste experimento sao apresentados na Figura 15.
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Figura 15: Valores de: (a) comprimento de raiz e (b) comprimento de parte aérea para o feijao
sendo as sementes encapsuladas com: M1 = alginato, M2 = Zn,Al-CO3-HDL, M3 = ANA e M4 =
Zn,Al-ANA-HDL. Medidas seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

Os resultados da Figura 15 mostraram diferenca entre os tratamentos principalmente no
comprimento de raizes. Observou-se também diferenca no comprimento de parte aérea, porém com
valores menos expressivos. De acordo com os dados da Figura 15 (a), as sementes revestidas com
os filmes M4 e M3 apresentaram os melhores resultados seguidos pelo M2, controle e M1. Quanto
ao comprimento de parte aérea das plantulas, Figura 15 (b), as sementes revestidas com os filmes
M4 e M3 apresentaram novamente os melhores resultados seguidos pelo M1, M2 e o controle. Este
resultado vai de encontro ao pressuposto de que o ANA auxilia no desenvolvimento da planta,
melhorando o crescimento de raizes e de forma complementar no comprimento de parte aérea. A

porcentagem de germinac¢do apresentada na Tabela 13 corrobora com as afirmagdes supracitadas.

Tabela 13: Porcentagens de germinagao.

Tratamentos Germinagdo (%)
Controle 25
M1 62
M2 62
M3 87
M4 62

M1 = alginato, M2 = Zn,Al-CO;-HDL, M3 = ANA e M4 = Zn,Al-ANA-HDL.
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Os resultados apresentados mostraram que as sementes encapsuladas com o filme M4
(Zn,Al-ANA-HDL) satisfez o pressuposto inicial de que a atuacdo do ANA aconteceria de forma
sustentada melhorando de alguma forma a resposta fisiolégica da planta no crescimento das raizes.
Dentre todos os tratamentos o revestimento das sementes com o filme M4 mostrou ndo ser téxico na
concentracdo trabalhada (2,7x107 mg/L), apresentando resultados satisfatérios para o comprimento
de raiz e parte aérea. Assim sendo, o uso de sementes encapsuladas/tratadas com o filme M4
(Zn,Al-ANA-HDL) € uma opgdo considerdvel. A escolha dependerd do produtor no momento do

plantio. Fotos do bioensaio realizado em agar estdo anexadas no Apéndice B deste trabalho.

4.3.3. Bioensaio em vasos com solo

Para o latossolo argiloso utilizado ndo foi necessdrio realizar a calagem do solo, que € a
etapa do preparo do solo para cultivo agricola na qual se aplica calcdrio com os objetivos de elevar
os teores de cdlcio e magnésio, neutralizacdo do aluminio trivalente e correcdo do pH, para um
desenvolvimento satisfatorio das culturasg4, uma vez que os valores estavam adequados. Isso foi

comprovado através das caracteristicas apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14: Caracteristicas do solo usado neste bioensaio.

Solo
pH em 4gua 6,0
pH em CaCl, 5,1
Solo (cmolc-dm™)
K 0,03
Ca 2,2
Mg 0,4
Al 0,0
H+Al 3,7
Solo (g-dm™)
B 2,6x10™
Cu 7,0x10™
Fe 2.2x107
Mn 8,0x10™
7Zn 7,0x10*
M.O. 32,0
C.0 18,6
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Os resultados de drea superficial, Figura 16 (a), mostraram as sementes encapsuladas com o
filme M3 (ANA) e M1 (Alginato) com as maiores médias, diferindo apenas do filme M2 (Zn,Al-
COs3-HDL). Para a massa fresca, Figura 16 (b), o as sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-
ANA-HDL) exibiu o melhor resultado diferindo dos demais. Com relag¢do ao volume, Figura 16 (c)
e ao didmetro Figura 16 (d) ndo houve diferenca entre os filmes usados na encapsulacdo. Para a
matéria seca, Figura 16 (e), as sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL)
apresentaram o melhor resultado em comparacio com os outros tratamentos. Quanto ao
comprimento, Figura 16 (f), ndo foi evidenciada diferenca entre os filmes usados para o
encapsulamento das sementes. Fotos do bioensaio realizado sdo apresentadas no Apéndice B.

Os resultados dos critérios avaliados no bioensaio em vasos com solo referentes as folhas e a

parte aérea sdo apresentados na Figura 17:
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17 (e), as maiores médias foram expressas para o controle, e ndo diferiram das sementes
encapsuladas com os filmes M4 (Zn,AlI-ANA-HDL) e M1 (alginato). Os resultados de parte aérea
ndo foram significativos devido ao comportamento da planta frente a um gradiente de luz
(fototropismo), ja que a auxina estd movimentando de uma parte especifica da planta para outra,
geralmente da parte aérea em direcdo as raizes.” "> Portanto, a iluminacdo natural fornecida durante
a realizacao dos testes pode ter influenciado nos resultados.

De acordo com os resultados, o filme M4, preparado com a auxina intercalada no Zn,Al-
ANA-HDL nio € toxica para a planta na concentragdo estudada (2,7x107 mg/L)) em nenhuma das
avaliacoes feitas. Sendo assim, o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL) usado para encapsular as sementes,
do ponto de vista custo-beneficio pode ser usado no cultivo do feijao, em pequenas culturas, como
por exemplo, jardins, pois permitiu o melhor crescimento da planta. Os resultados mostraram que a
liberacao sustentada da auxina nas sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL)
acontece de forma distribuida e uniforme para a planta, favorecendo o crescimento das raizes no
bioensaio, pois a retencao de H,O € maior. As sementes encapuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-
HDL) apresentaram resultados sastisfatorios em relagdo as sementes encapuladas com o filme M3
(ANA) e também ao controle principalmente nos critérios referentes as raizes. Essa estratégia
poderd ainda ser estudada para ambientes sob estresse hidrico, onde as condi¢des de crescimento
radicular sdo necessdrias para captacdo de 4gua em camadas mais profundas.

Em sequéncia aos bioensaios, os resultados dos testes de porcentagem de germinagéo66 e do
Indice de Velocidade de Germinacio (IVG)®"® realizados nas bandejas com areia, sdo apresentados

a seguir:

4.3.4. Porcentagem de germinacao e IVG

Os resultados de porcentagem de germinacao sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Porcentagem de germinacdo em sementes de feijao encapsuladas com: M1 = alginato,
M2 = Zn,Al-CO3-HDL, M3 = ANA e M4 = Zn,AlI-ANA-HDL.

A Figura 18 mostrou que o controle apresenta maior porcentagem de germinagdo, seguido
pelas sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL), M3 (ANA), M1 (alginato) e M2
(Zn,Al-CO53-HDL). Tanto o controle como o filme M3 (ANA), apresentaram depois de um
determinado tempo, certa estabilidade na porcentagem de germinacdo, permanente até o final do
experimento. Para os tratamentos com as sementes encapsuladas como os filmes M1 (alginato), M2
(ZnyAl -CO3-HDL) e M3 (ANA) a porcentagem méaxima de germinagdo foi computada com 12, 11
e 9 dias do experimento respectivamente. Observando a curva de germinacdo para o controle e para
o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL) foi evidenciado que no quarto dia do experimento o controle
alcancou a porcentagem maxima de germinagdo ficando constante até o final. Para o filme M4
(Zn,Al-ANA-HDL) a porcentagem mdaxima de germinagdo foi obtida depois de transcorridos 13
dias apds a montagem do bioensaio.

Nas sementes encapsuladas com HDLs, o valor mdximo da germinacdo e a estabilidade
foram alcancados com um periodo maior de tempo devido ao encapsulamento das sementes.

Quando a semente foi encapsulada ocorreu a formagao de uma barreira que dificultou a absor¢ao de
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H,0 pela semente e consequentemente a ativacdo de enzimas, a respiracdo das células vegetais e
sua duplicagdo aconteceram de forma lenta retardando as mudancas quimicas. Esses fatores
atrasaram o desenvolvimento embriondrio da planta e por consequéncia a quantidade e a velocidade
das sementes germinadas foram reduzidas.”’? Assim, o resultado é satisfatério, pois comprova
uma liberacdo lenta e sustentada do ANA intercalado sendo o melhor resultado obtido pelas
sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL). Os resultados do IVG calculado para

todos os tratamentos sdo mostrados na Figura 19.

12
—m— Controle
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Figura 19: IVG em sementes de feijdo encapsuladas com: M1 = alginato, M2 = Zn,Al-CO3-HDL,
M3 = ANA e M4 = Zn,AI-ANA-HDL.

O controle apresentou o maior IVG entre todos os tratamentos evidenciando uma velocidade
de germinagdo maior e um comportamento germinativo superior sendo o lote das sementes mais
Vigoroso.73 Os demais tratamentos apresentaram IVG na seguinte ordem de importancia: sementes
encapsuladas com o filme M3 (ANA) > M4 (Zn,Al-ANA-HDL) > M2 (Zn,Al-COs-HDL) > M1
(alginato). As sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,AlI-ANA-HDL) ficaram com valor de
IVG intermedidrio (aproximadamente 5) demonstrando ndo ser toxico na concentracdo trabalhada

(2,7x107 mg/L). Os resultados de IVG evidenciaram que as sementes sem encapsulacio (controle)
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e as sementes encapsuladas com o filme M3 (ANA) quando comparados com o filme M4 (Zn,Al-
ANA-HDL) apresentaram melhor desempenho. Nesse caso o encapsulamento funcionou como uma
barreira fisica dificultando a abor¢do de dgua pela semente, mas também impedindo a degradacdo
do ANA, o que é bom para a semente, jd que sua atuacdo no desenvolvimento fisilégico da semente
foi prolongado. Fato esse, evidenciado pelo teste de porcentagem de germinacgdo e também de IVG
que corroboram com o pressuposto inicial de que as sementes encapsuladas com o filme M4
(Zn,Al-ANA-HDL) apresentaria menor IVG mostrando uma liberacdo sustentada da auxina. Fotos

dos testes realizados em bandejas com areia sdo apresentadas no Apéndice B.

5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados no presente trabalho, conclui-se que a sintese dos
HDLs contendo ANA nas propor¢des Zn:Al = 2:1, 3:1 e 4:1, por meio do método de CpC,
produziram materiais com boa cristalinidade e pureza de fase. Os valores de espagamentos basais,
(19,2 A, 19,7 Ae 19,9 A), encontrados nos HDLs preparados sdo caracteristicos da intercalagcdo de
ANA entre as lamelas do HDL.

As andlises de FTIR-ATR evidenciaram a presenca de bandas caracteristicas do ANA. As
analises de TGA-DSC-MS mostraram que a decomposi¢do do anion organico intercalado ocorre
com temperaturas acima de 270 °C. Os HDLs apresentaram baixa drea superficial e volume de
Mmesoporos.

Os testes de liberagdo in vitro mostraram que o ANA e o Zn,Al-ANA-HDL apresentaram
uma taxa de desprotonacdo maior de ANA em pH = 10. Em valores de pH = 4 e 7, ndo foi
observado nenhuma diferenca significativa entre os valores de ANA desprotonado em solugdo. O
estudo também mostrou que o ANA intercalado no Zn,Al-ANA-HDL ¢é desprotonado de forma

sustentada (gradativa em funcdo do tempo), enquanto que o ANA puro é desprotonado
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instantaneamente. Foi evidenciado ainda que a liberagcdo de ANA intercalado no Zn,AI-ANA-HDL
foi controlada pela cinética de primeira ordem no periodo entre 2 h ('[0’5 =1,4)e24h (to’5 =5,0) de

. .70-73
acordo com o modelo de Higuchi

, sendo a liberacdo condicionada aos valores de pH das
solucdes aquosas.

Os bioensaios realizados no dgar mostraram que as sementes encapsuladas com o filme M4
(Zn,Al-ANA-HDL) auxiliaram no crescimento e na formagdo da parte aérea e das raizes do
feijoeiro. O bioensaio realizado em casa de vegetacdo usando vasos com solo mostrou que as
sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL) foram eficientes apresentando
resultados superiores ao controle e também as sementes encapsuladas com o filme M3 (ANA) no
que se refere as matérias fresca e seca das raizes do feijoeiro.

Os testes de porcengagem de germinacdo e também de IVG revelaram resultados
satisfatorios com os maiores valores ficando para o controle. Este resultado é bom, pois indica que o
ANA devido a barreira fisica existente entre a semente e o ambiente devido ao encapsulamento pelo
filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL) ficou mais tempo em contato com a semente ndo sendo degradado e
melhorando o desenvolvimento da célula vegetal.

No contexto geral, a utilizacdo de filmes poliméricos para encapsular sementes se mostrou
eficiente por promover uma melhor absor¢cdo de ANA, melhorando as caracteristicas fisioldgicas e
promovendo um desenvolvimento mais proeminente em alguns Orgdos da planta. As sementes
encapsuladas com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL) em particular, apresentaram resultados similares
ou superiores ao controle, com incrementos para o crescimento e formacao de raizes. Como isso, a
possibilidade da introdu¢do dessa nova tecnologia no setor sementeiro poderd garantir melhor

qualidade as sementes, e por consequéncia um melhor desenvolvimento da planta podendo ser

aplicada em pequenas culturas, como jardins por exemplo.
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APENDICE A - REAGENTES

Reagentes Férmula molecular Marca Pureza (%)
Acetileno C,H, White Martins 99,8 %
Acetonitrila C,H;N Vetec 99,8 %
Acido 1-naftalenoacético C,H,00, Vetec 97,0 %
Agar-dgar tipo 1 CsH35016 Himedia > 99,0 %
Acido nitrico HNO; F. Maia 65,0 %
Alginato de sédio NaCgH;04 Vetec > 99,0 %
Padrdo de aluminio AI(NO3); + HNO; 0,5 mol/L Merck > 99,0 %
Ar comprimido e White Martins 100,0 %
Carbonato de sédio Na,CO; Dinamica 99,5 %
Hidréxido de sédio NaOH Isofar 99,0 %
Nitrato de zinco hexahidratado Zn(NO3),.6H,O Dindmica >99.0 %
Nitrato de aluminio nonohidratado Al(NO3);3.9H,0 Dindmica 98,5 %
Nitrato de calcio Ca(NO3), Vetec 99,0 %
Oxido nitroso N,O White Martins 100,0 %
Padrao de zinco 4,0 g de Zn(NO3),.4H,0 + 5 % HNO; Grupo Quimica > 99,0 %
Nitrogénio N, White Martins > 99,0 %
Hipoclorito de s6dio comercial NaClIO Qboa 2,5 %
Nitrato de cdlcio — Ca(NOs), (375 g/L) Vetec 99,0 %
Nitrato de potdssio — KNO3 (737 g/L) Vetec 99,0 %
Monoamonio-fosfato — P,Os + NH,* (134 g/L) Vetec 99,0 %
Sulfato de magnésio — MgSO, (313 g/L) Vetec 99,0 %
Nitrato de amdnio — NH4NO; (146 g/L) Vetec 99,0 %
Solug¢ao nutritiva de sais minerais Nitrato de magnésio — Mg(NO;), (28 g/L) Vetec 99,0 %
Acido bérico — H;BO; — (2,86 g/L) Vetec 99,0 %
Sulfato de cobre — CuSO, (0,08 (g/L) Vetec 99,0 %
Sulfato de manganés — MnSO, (1,54 g/L) Vetec 99,0 %
Sulfato de zinco — ZnSO, (0,22 g/L) Vetec 99,0 %
Molibdato de amonio - (NH4)sMo;0,,4 (0,024 g/L) Vetec 99,0 %

Fe-EDTA
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APENDICE B — IMAGENS DOS BIOENSAIOS

Controle M1 M2 M3 M4

Figura B.1: Sementes sem encapsulacdo (controle) e encapsuladas com M1 = alginato, M2 =
ZnyAl-CO3-HDL, M3 = ANA e M4 = Zn,Al-ANA-HDL.

Filme M4
(¥n,Al-ANA-HDL)

Figura B.2: Semente sem tratamento e encapsulada com o filme M4 (Zn,Al-ANA-HDL) cortada e

ampliada através de uma lupa.
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0 mg/L 1x10° mg/L 0 mg/L 1x10° mg/L

Figura B.3: Pré-ensaio da concentracdo de ANA.

x 7 dias de cultivo | 15'd A

Figura B.4: Sementes encapsuladas com o filme M4 (Zn,AlI-ANA-HDL), feito no dgar ap6és 7 e 15
dias de cultivo.
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Controle

(Zn,Al-ANA-HDET™

Figura B.5: Bioensaio realizado em vasos com solo.
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Controle

Controle
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(ANA) (Zn,Al-ANA-HDL)

Figura B.6: Raizes do bioensaio realizado em vasos com solo.
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