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RESUMO

A utilizacdo comercial de laponita e quitosana, de maneira ecologicamente
correta e visando materiais sustentaveis, € um novo desafio a se considerar na
bioeconomia. Nanocompositos polimero/argila sdo uma classe de materiais
organico/inorganicos que tém mostrado vasta aplicacdo em diversas areas, a
exemplo do revestimento de sementes que pode ser utilizado na sua protecao,
hidratacéo ou liberacdo de agroquimicos. Neste trabalho, buscou-se sintetizar e
estudar nanocompdésitos polimero/argila a base de polietilenoglicol (PEG),
quitosana e laponita visando o0 seu uso no tratamento de sementes. Para a
construcdo da fundamentacéo tedrica e do estado da técnica, iniciou-se o estudo
prospectando a base tecnoldgica do uso das principais substancias usadas no
nanocompoésito e suas propriedades, por meio de uma revisdo sistematica.
Empregou-se o pacote Bibliometrix do software R para andlise biométrica das
publicacdes. A prospeccdo de patentes foi realizada na base Lens. Foram
prospectadas 132 publicacdes nas bases cientificas Scopus (53) e Web of
Science (WoS) (79). Nao foram encontrados nestas plataformas publicacdes
utilizando a laponita e a quitosana combinadas para o revestimento de sementes.
Em seguida os materiais foram caracterizados por espectrofotometria de
absorcdo na regido do infravermelho (FTIR), andlise térmica e reoldgica, além
do recobrimento de sementes de alface e milho. Os nanocompdsitos
polimero/argila preparados mostraram propriedades térmicas melhoradas.
Quanto as suas caracteristicas reologicas, mostraram que a quitosana interfere
diretamente na deformacdo maxima suportada pelas amostras. Houve a
composicdo de um sistema reticulado e pouco fluido, propicio a aplicacdo como
revestimento em sementes. O potencial uso do nanocompésito foi testado em
sementes de alface e milho submetidas ao teste de germinacdo. As sementes
de alface tratadas com os nanocompdsitos P12Q6L09 e P12Q45L0, mostraram
taxa de germinacdo 100%, superior ao controle. Quanto as sementes de milho,
as amostras P12QO0L0 e P12QO0L09 apresentaram as melhores taxas de
germinacao, 91 e 95%, respectivamente, enquanto o controle obteve 83%.
Portanto, as amostras apresentam potencial uso como revestimento destes

propagulos e mostraram resultados diferentes em culturas distintas.

Palavras-chave: Hidrogéis; argilominerais; revestimentos de sementes.



ABSTRACT

The commercial use of laponite and chitosan, in an environmentally friendly way
and aiming at sustainable materials, is a new challenge to be considered in the
bioeconomy. Polymer/clay nanocomposites are a class of organic/inorganic
materials that have shown vast application in several areas, such as the coating
of seeds that can be used in their protection, hydration or release of
agrochemicals. In this work, we sought to synthesize and study polymer/clay
nanocomposites based on polyethylene glycol (PEG), chitosan and laponite,
aiming at its use in seed treatment. To build the theoretical foundation and the
state of the art, the study started by prospecting the technological basis of the
use of the main substances used in the nanocomposite and their properties,
through a systematic review. The Bibliometrix package of the R software was
used for the biometric analysis of the publications. The prospection of patents
was carried out in the Lens database. For this, 132 publications were prospected
in the scientific databases Scopus (53) and Web of Science (WoS) (79). No
publications using laponite and chitosan combined for seed coating were found
in these platforms. The materials were then characterized by absorption
spectrophotometry in the infrared region (FTIR), thermal and rheological analysis,
and coating of lettuce and corn seeds. Polymer/clay nanocomposites were
prepared and showed improved thermal properties. The nanocomposites,
regarding their rheological characteristics, showed that the chitosan interferes
directly in the maximum deformation supported by the samples. There was the
composition of a cross-linked system and little fluid, suitable for application as a
coating on seeds. The potential use of the nanocomposite was tested on lettuce
and corn seeds submitted to the germination test. Lettuce seeds treated with
P12Q6L09 and P12Q45L0 nanocomposites showed 100% germination rate,
higher than the control. As for corn seeds, samples P12Q0L0 and P12QO0L09
showed the best germination rates, 91 and 95%, respectively, while the control
obtained 83%. Therefore, the samples present potential use as coatings for these

propagules and showed different results in different crops.

Keywords: Hydrogels; clay minerals; seed coatings.
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1 INTRODUCAO

A sustentabilidade dos produtos e servicos tornou-se requisito obrigatério
e essencial para as organizacoes, governos, mercados e sociedade em geral.
Entre as vérias formas de medir a sustentabilidade, existem técnicas baseadas
no pensamento do ciclo de vida, que fornecem um dos quadros para avaliar os

impactos potenciais dos produtos e servicos [1].

A sustentabilidade pode ser acessada por meio dos principios da
bioeconomia, uma ciéncia que visa a sustentabilidade de produtos e servicos,
por meio da utilizacdo de recursos naturais e renovaveis concomitante ao
emprego de novas tecnologias de forma ecoldgica. A bioeconomia esta presente
na produgdo de vacinas, enzimas industriais, novas variedades vegetais,
biocombustiveis, cosméticos e nanocompostos que reGnam materiais
sustentaveis e menos toxicos ao ambiente. Esta ciéncia volta-se cada vez mais
as questbes ecolbgicas e socioecondmicas ligadas ao setor agroindustrial,
desde a geracdo de emprego a qualidade do solo e agua [2]. A utilizacdo de
compostos como a laponita e quitosana que sao ecologicamente viaveis; e que
sdo comercialmente acessiveis avém de encontro ao desafio para se obter

materiais mais sustentaveis como almejado pela bioeconomia.

Um dos setores com grande demanda por sustentabilidade que tem cada
vez mais empregado novas moléculas e nanotecnologia é o setor agroindustrial.
A agricultura ocupa um terco da superficie terrestre, movimentando milhdes de
dolares e gerando inimeros empregos [3] com a exigéncia de novos materiais

sustentaveis em consonancia com a bioeconomia.

A natureza transversal da bioeconomia oferece uma oportunidade Unica

para abordar desafios sociais interligados de maneira abrangente, como



seguranca alimentar, escassez de recursos naturais, dependéncia de recursos
fésseis e mudancas climaticas, ao mesmo tempo o desenvolvimento econémico
sustentavel [4]. Assim, a crescente demanda por alimentos, aliada ao cenario
climatico e a praticas convencionais fazem necessarias novas buscas por
materiais alternativos e desenvolvimento de novas tecnologias, que possibilitem

a agricultura atender estas premissas [3,5-7].

Diante disto, a agricultura de precisdo busca melhorar a produgéo,
rendimentos e lucros, além de reduzir o uso de agroquimicos e diminuir os
impactos ambientais [8]. Para atender a demanda em produtividade € necessario
o desenvolvimento de novas tecnologias que como, por exemplo, 0 uso de
programas que buscam otimizar a distribui¢&o de culturas e aplicagéo controlada
de insumos em &reas agricolas, por meio das técnicas de otimizacdo multi
objetivas que elaboram solucdes ideais, chamadas de solucdes ideais de Pareto.
Estas inovacdes podem envolver também o uso de substancias de origem
natural, e assim a substituicdo de produtos sintéticos em naturais com nenhum,

ou minimo impacto ambiental [6].

O revestimento de sementes movimenta bilhdes de doélares no setor
agricola. E uma técnica dominada pelo setor privado [10]. Este revestimento
consiste na aplicacdo de um material exégeno as sementes, como corantes e
polimeros que modificam a sua forma e tamanho. Também facilitam a reducéo
do atrito em maquinarios agricolas empregados no plantio; como também podem
conter agentes biocontroladores e microrganismos, na forma de bioinsumos, que
protegem e melhoram a manutencao da qualidade e desempenho das sementes
[3,11].

O uso de revestimentos de sementes em grande escala iniciou-se na
década de 1960 [12]. Podem ser de trés tipos: a) filme, que consiste na aplicacao

de uma camada fina do material a casca das sementes, sem modificar sua forma
2



e tamanho, o que facilita o plantio; b) peletizagéo, que por sua vez, modifica o
tamanho, peso e a forma das sementes, tornando-as mais uniformes facilitando
o plantio; e c) incrustacéo, forma intermediaria aos demais revestimentos quanto

a modificacdo de peso e espessura de material nas sementes [3, 7,10].

Aos revestimentos pode se associar agentes estimuladores de
crescimento, que contribuem para a produtividade das plantas. Composi¢cdes
variaveis destes revestimentos com agentes marcadores podem auxiliar na
distincdo de produtos por serem visiveis (cores) ou ndo (corantes fluorescentes);
e permitem o rastreamento de lotes de sementes quanto a origem, o tratamento
recebido pela semente e adicionalmente facilitam a semeadura e dificultam a
falsificacdo como sementes piratas. Desta forma, contribuem para a qualidade e
procedéncia das sementes no processo de certificagdo e fiscalizagdo [10].

A disponibilidade de nutrientes durante o crescimento das plantas é outro
fator que pode ser melhorado com os agentes adicionados ao revestimento.
Neste caso, podem ser macro e micronutrientes essenciais como fosforo (P),
potassio (K), cobre (Cu), manganés (Mn) e zinco (Zn), dentre outros. Existem
inimeros trabalhos empregando o potencial do uso de revestimentos em

sementes, que podem levar a ganhos produtivos [13-16].

Entretanto, alguns protetores requerem cuidado, pois podem prejudicar o
meio ambiente e o0 ecossistema. Como alternativa existe possibilidades de
matéria-prima para uso em revestimentos, como o uso da laponita e da

quitosana, existente em esqueletos dos crustaceos [17,18].

A laponita € uma hectorita sintética, pertencente a classe das esmectitas,
que apresenta forma de discos nanométricos [19,20]. Esta substancia é
composta por camadas de silica tetraédricas e folhas octaédricas de Oxido de

magnésio [21]. Seus discos tém face carregada negativamente e bordas



carregadas positivamente, o que faz com que em meio aquoso possam formar
estrutura “castelo de carta”, a estrutura é formada quando a argila se encontra
por volta de 2% em massa, e a suspensao de laponita em agua torna-se gel
[19,20].

A laponita pode se intumescer, absorvendo altas quantidades de agua,
apresenta elevada biocompatibilidade, morfologia anisotropica e grande
superficie de contato. Tais caracteristicas a tornam atraente para o
desenvolvimento de nanocompadsitos e aplicacdo em diversas areas [19,22].

A quitosana é um biopolimero, atoxico, biodegradavel, versatil e muito
abundante. Obtido pela desacetilagdo da quitina e insolivel em &gua. A
quitosana tem sido utlizada no revestimento de sementes; entre outras
aplicacdes na agricultura. O uso da quitosana na forma de nanosolucdo tem
ampliado a possibilidade de aplicacdes [23-25], e tem sido descrita a capacidade
do seu hidrogel formado na adsorcdo de residuos, podendo ter acado na
remediacdo de compostos toxicos [25].

Além de atenuar o estresse abi6tico nas plantas, a quitosana tem sido
usada com efeitos positivos nas taxas de germinacdo de sementes e
crescimento de mudas a baixas temperaturas [24,25]. Os nanocompdésitos de
quitosana podem ser obtidos quando este polimero é misturado com
nanoargilas, como a montmorilonita e a laponita. Os nanomateriais oriundos
desta combinacdo oferecem melhoria na resisténcia mecanica, atividade

antibacteriana e transporte de ativos [25].

A quitosana promove a inducdo de enzimas, como a glucanase,
polissacarideos, como as quitinas e, além de compostos fendlicos, terpenodides,
proteinas, inibidores de proteases, lignificacdo, deposicéo de calos e compostos

associados a explosdo oxidativa; o que faz com que as plantas desenvolvam



mecanismos de defesa. Por esse motivo, a quitosana vém sendo utilizada para
tratamento de plantas e sementes e tem demonstrado melhores taxas de
germinacao, qualidade fisiolégica e vigor, além de induzir as defesas naturais
das plantas. O uso de agroquimicos aliados a quitosana também tém mostrado

resultados promissores [11].

1.1 Laponita

De acordo com a Clay Mineral Society argilominerais sdo minerais que
conferem plasticidade a argila e que endurecem ao serem secos ou queimados.
Estes minerais apresentam estruturas cristalinas que variam naturalmente em
virtude da sua formacdo geoldgica. Os argilominerais filossilicatos podem
entumecer, absorvendo grandes quantidades de solventes. Dentre o0s
filossilicatos pode-se citar as esmectitas, em especial a laponita (Lap) [26].

A laponita é uma hectorita sintética da classe das esmectitas do tipo 2:1,
cuja formula quimica Na‘o,7[(Mgs,s, Lio,3) Sis O20(0H)4] 7, é obtida por silicatos de
sédio combinados a sais de sédio, magnésio e litio. Apresenta dimensdes
nanométricas, com placas em formato de discos de 1 nm de espessura. E
composta por duas camadas de silica tetraédrica e uma de 6xido de magnésio
octaédrica, de 25-30 nm (Figura 1). Seus cétions sédo coordenados por ions 6xido

e grupos hidroxila [26,27].

Os atomos de magnésio encontrados nas camadas de laponita podem ser
substituidos por atomos de litio, levando a formacédo de carga negativa nesta
superficie com o balanco de cargas pelos cétions de soédio. As bordas dos discos
apresentam densidade de carga positiva, oriunda da protonacdo de grupos

hidroxila, e suas faces séo carregadas negativamente [26].



Figura 1 — Representacdo esquematica de nanoplaguetas (a) primarias de

laponita e esfoliacdo de nanoplaguetas em agua (b).
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Fonte: Adaptado de Morariu & Teodorescu, 2020[34].

A presenca de cargas na laponita e a interacdo eletrostatica destas com
as moléculas de agua facilitam a disperséo da laponita em meio aquoso a baixas
concentracfes. A argila pode flocular formando agregados em formato de pilhas
ou “casa de cartas” [26-28]. Devido as cargas, a laponita também exibe fortes
interacdes entre polimeros, em geral; e as camadas da argila, o que leva a
formacdo de materiais reticulados (funciona como agente de reticulacdo) e

nanocompositos [29]. Entre as lamelas da Lap encontram-se ions sédio que



podem ser trocados, o que leva a capacidade de troca catidnica (CTC) da
laponita de 60 meq/100 g [21,30].

A laponita pode ainda ser adicionada a homogeneamente a polimeros
para formacdo de nanocompadsitos polimero/argila. O uso de argilas, como fase
dispersa, para formacdo de nanocompositos, tem crescido devido a
possibilidade de melhorar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros [27].
Os uso de laponita numa proporcdo de até 2% em massa, mostrou a formacgao
de materiais com forte interacdo e melhores propriedades mecéanicas e adesivas

ao revestimento, além de promoverem melhoria da bioatividade do material [31].

Por sua estrutura Unica, a laponita também tem sido utilizada no
transporte de medicamentos, que sdo adsorvidos pela argila, ou intercalados
entre suas lamelas. Nesta forma por serem protegidos da degradacdo no
ambiente fisioldgico e séo liberados em condi¢des acidas. Observou-se que em
concentragdes inferiores a 1 mg.mlt a laponita ndo é considerada citotéxica, o
gue a torna adequada a distribuicdo de medicamentos e aplicacdes biomédicas,
em especial, quando aliadas a polimeros como alginato e quitosana [26,32].

A associacao da quitosana a laponita foi utilizada também na producao de
nanocompadsitos magnéticos para adsorcao de corantes de solu¢cdes aquosas
[33]. Na industria alimenticia, laponita com nanoparticulas de prata em suas
lamelas e quitosana foram utilizadas no preparo de filmes com atividade
antimicrobiana para armazenamento e frescor de lichia (Litchi chinensis Sonn.)

por um maior periodo [34].



1.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero, polissacarideo cationico, obtido pela
desacetilacdo parcial da quitina (Figura 2) [35-38]. A quitina por sua vez, € 0
segundo biopolimero mais abundante da natureza, ficando atras somente da
celulose, e pode ser obtida das cascas de crustaceos, como caranguejos e
camardo, algas verdes e até do exoesqueleto de insetos [25,35-37,39].
Diferentemente da quitina, a quitosana pode ser dissolvida em acido ou solucdes
acidas, visto que os grupos amino da quitosana sdo muito mais reativos que 0s
grupos aceto-amidos da quitina, pois o par de elétrons livre de nitrogénio do
grupo amino pode ligar-se a cation metalicos [35,36].

Figura 2 — Estruturas da quitina e da quitosana, obtida por meio da desacetilacao

parcial da quitina.

CHy CHy
0 O oX
NH NH :
HO /m/o HO o
0
NH OH
OH 0(
CH,
Desacetilacdo

\ 4 <cu.
0
Ny OH = HO NH ;
_,,'0 3 0 HO 0
oH NH, OH

Fonte: Adaptado de BOROUMAND (2021).

A quitosana € composta por unidades de N-acetil glucosamina (2-
acetamida-2-deoxi D-glucose, acucar neutro GIcNAc ou unidade-A) e unidades
de glucosamina (2-amino 2-deoxi-D-glucose, acucar catiénico GIcN ou unidade-

D) unidas aleatoriamente entre si por ligagdes B(1->4) estando a D-glicosamina
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em maior numero [35]. A quitosana conta com um grupo funcional amino e dois
grupos hidroxilas, priméario e secundario, reativos [25,35].

A quitosana pode apresentar diferentes graus de desacetilacdo, bem
como comprimento de cadeia e peso molecular variavel. De acordo com o grau
médio de acetilagdo, que determina o numero de total de residuos de amida e o
namero de residuos de amina primaria, pode-se obter quitosana com diferentes
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, massa molar, viscosidade e
grau de polimerizacao [35,38].

Além de sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades
antibacterianas e antimicrobianas; por ser atoxica, oriunda de uma fonte natural
renovavel, abundante e ser relativamente barata, a quitosana pode formar
hidrogéis, estas caracteristicas tornam a quitosana um material muito utilizado
em diversas areas como na agricultura, na medicina e tratamento de agua
[25,35,39].

A guitosana pode apesentar algumas propriedades que podem limitar a
sua aplicacdo, tais quais, propriedades mecanicas pobres, baixa resisténcia
térmica e baixa seletividade de adsorcdo. Buscando superar essas limitacdes,
podem ser adicionados a quitosana nanomateriais como nanoparticulas
metalicas, nanoargilas, a exemplo a montmorilonita, bentonita e laponita, ou
outros polimeros, como por exemplo o alcool polivinilico, que podem melhorar
as propriedades mecéanicas e quimicas da quitosana, e consequentemente
ampliar a gama de aplicagbes da quitosana [25].

Por conta destas caracteristicas a quitosana, assim como 0s materiais e
nanocompasitos obtidos a partir dela, tem se mostrado bastante promissores no
setor agricola e na industria alimenticia [6,25,38]. Seja para a entrega de
insumos como fertilizantes e micronutrientes, condicionamento do solo, ou na
adsorcdo de poluentes no tratamento de aguas residuais, esta tem mostrado

bons resultados [6,40].



A quitosana pode vir a fortalecer a resisténcia das plantas protegendo-as
contra a acao de patdgenos e inibindo o crescimento de fungos e bactérias, o
gue oferece baixo impacto ambiental [39,41]. A quitosana reduziu os sintomas e
incidéncia da doenca fangica ferrugem do cafeeiro, que causa a precoce queda
de folhas e seca dos ramos do café arabica, e que € causada pelo fungo Hemileia
vastatrix [39].

A quitosana também contribuiu para resisténcia da seringueira ao fungo
Phytophthora palmivora que causa podridéo dos frutos [41]. O uso de quitosana
na producdo de revestimentos antibactericidas, na forma de revestimento
comestiveis, mostrou-se promissora na preservacao e melhoria da qualidade de
alimentos; e, armazenamento de sementes pos-colheita [42,43]. Quitosana e
montmorilonita, uma nanoargila da classe das esmectitas, foram utilizados para
producdo de fertilizantes de eficiéncia aprimorada, que permitem a liberacao
controlada de nutrientes sem deixar residuos no solo [45,46]. Além da laponita,
a quitosana pode ser combinada a outros polimeros, a exemplo do

polietilenoglicol.

1.3 Polietilenoglicol

O polietilenoglicol (PEG) € um polimero biodegradavel, biocompativel,
atoxico e hidrofilico, frequentemente utilizado como aditivo para promover
porosidade a estruturas poliméricas [47]. A sua féormula estrutural € HO-
(CH2CH20)n-OH, cuja unidade monomérica conta com dois grupos metileno,
hidrofébicos, e um oxigénio na fungdo éter polarizado e com caracteristica
hidrofilica. Desta forma, o PEG apresenta carater anfifilico que o proporciona

flexibilidade e propriedades viscoelasticas, aléem de permitir que este polimero
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coordene Vvarios ions e moléculas, e possibilitando um grande conjunto de
aplicacdes a exemplo da formacéo de nanocompdsitos polimero/argila [48].

Em decorréncia destas caracteristicas o PEG é bastante utilizado em
sementes. Este polimero € uma das substancias mais comumente utilizadas no
processo de osmocondicionamento, que na forma de solugdes para controlar a
absorcdo de agua pelas sementes. O PEG pode ainda evitar toxicidade nas
células embrionaria em sementes [49].

Em decorréncia do tamanho de suas moléculas o PEG né&o penetra o
tecido das sementes, impedindo assim que este possa afetar a reducdo do
potencial osmotico. Desta forma, colocar sementes em solu¢des de PEG, em
diferentes concentracdes a serem testadas, antes da semeadura auxilia na
germinacao e controle de absorcdo de agua pelas sementes [49]. O PEG pode
ser utilizado para melhorar as propriedades de outros materiais, a exemplo da
quitosana em que se observou melhora das propriedades mecéanicas [50].

Os hidrogéis de PEG séao sensiveis a estimulos externos e por isso podem
ser eficientes no transporte e liberacdo controlada de medicamentos [51]. PEG,
quitosana tiolada e montmorilonita também foram utilizadas na formacgdo de
compdsitos para entrega controlada de insulina em células animais [50]. A
funcionalizacdo de nanofolhas de nitreto de boro com PEG e polietilenoimina,
gue possibilita ao PEG ser utilizado no transporte e liberacdo controlada de
pesticidas e Oleos essenciais com atividade antimicrobiana na agricultura [52].

Ainda visando aplicacbes voltadas a agricultura, PEG melhorou a
estabilidade e atividade antimicrobiana de nanoparticulas de caseina e eugenol,
além da liberacdo controlada o material aumentou os efeitos inibidores contra o
fungo Colletotrichum musae, responsavel pelo surgimento de manchas escuras
em bananas [53]. Essas aplicacbes mostram 0 quéo promissor pode ser 0 uso
do PEG para producéo de nanocompdsitos polimero/argila voltados a aplicacdes

na agricultura.
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1.4 Nanocompdsitos polimero/argila

Nanocompasitos polimero/argila sdo materiais nos quais um argilomineral
é disperso na matriz polimérica, apresentando melhores propriedades fisicas e
quimicas, como propriedades mecanicas e térmicas [54], superiores ao polimero
puro [27,55]. Pelo menos um dos componentes deve ter escala nanométrica,
entre 1 e 100 nm. Argilominerais, como as nanoargilas, sdo muito utilizadas na
producdo de nanocompdsitos, que apresentam propriedades diferentes aos
compésitos dos mesmos materiais, em geral os compdsitos nanométricos séo
de baixo custo, estaveis e tém aptiddo em melhorar as propriedades poliméricas
[27].

Os nanocompésitos polimero/argila podem ser classificados
morfologicamente, conforme a interacdo entre o argilomineral e a matriz
polimérica, em estrutura de fase separada, intercalado ou esfoliado (Figura 3).
Cada uma das estruturas tem propriedades diferentes, sendo a esfoliacdo a que
exibe melhores propriedades mecanicas e fisicas, em decorréncia do maior grau
de interacado entre a argila e o polimero. A esfoliagcdo ocorre com dispersao em
escala nanométrica e alto grau de desorganizacdo das estruturas lamelares da
argila, levando a uma dispersao eficiente e uniforme do argilomineral no polimero
[54,56,57].

A intercalacéo, por sua vez, implica na inser¢cdo de cadeias poliméricas
entre as lamelas da argila provocando um aumento no espagamento basal das
lamelas. Entretanto, ainda € possivel ter regularidade entre as camadas. Quanto
a estrutura de separacao de fase, ndo ha intercalacdo das cadeias poliméricas
as lamelas da argila, esta fase apresenta propriedades semelhantes aos
compositos [54,56,57]. Estes novos compostos tém sido aplicados em diversas
areas em funcao de suas propriedades a exemplo da medicina [28], agricultura
[54,55,58,59] e industria de embalagens [27].
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Figura 3 — Estrutura dos materiais de acordo com as possiveis interacfes entre

a matriz polimérica e a argila: separacédo de fase, intercalacao e esfoliacao.
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Fonte: Adaptado de Paiva et al, 2006

Na agricultura os nanocompoésitos polimero/argila tém possibilitado
atenuar problemas como 0 uso excessivo de agroguimicos, que causam a
degradacdo ambiental. Estes nanomateriais permitem que fertilizantes e
pesticidas, possam ser liberados de forma lenta e controlada minimizando danos
ao solo e ao meio ambiente [58,59]. Além de perdas e reducdo na eficiéncia,
causadas por fatores como chuva, calor excessivo, velocidade do vento e
métodos de aplicacdo diminuem a eficiéncia dos defensivos [58]. Os
nanomateriais permitem a liberagéo controlada e desta forma, o seu uso atenua
a volatizacéo, fotodegradacéo e possiveis danos ambientais causados pelo uso
excessivo destes na agricultura, além de oferecer maior rentabilidade [58].

Os nanocompdésitos podem também ser utilizados para liberacdo
controlada de nutrientes, repondo nutrientes no solo sem causar danos ao
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mesmo; e evitando perdas de nutrientes ao meio ambiente por meio da fixacao
destes aos coloides do solo [59]. Uma maneira de aplicar esses nanocompositos

e facilitar seu uso na agricultura é por meio do revestimento de sementes [37,60].

15 Revestimento de sementes

Ocupando 1/3 da superficie terrestre, sendo responsavel por gerar cerca
de 50% dos empregos em paises de baixa renda, além da crescente demanda
por alimentos, caracterizada pelo nimero de pessoas famintas mundialmente
acima de 925 milhGes e com perspectivas de alcancar os dois bilhées até 2050,
a agricultura é muito importante para sociedade [6,7]. Entretanto, as perspectivas
de crescimento populacional aliada as condi¢fes climaticas atuais e esperadas
para o futuro, faz se necessario o desenvolvimento de novas praticas que visem
melhorar as condi¢des de trabalho, a produtividade e ndo causem danos ao meio
ambiente [5-7,37].

Nesta vertente, o revestimento de sementes mostra-se promissor no
atendimento a estas premissas. Consiste na aplicacdo de um produto exdgeno
ao tegumento das sementes, por meio do quais pode-se adicionar ingredientes
ativos, como micronutrientes, fertilizantes ou inoculantes microbianos. O
revestimento de sementes visa a protecao, hidratacdo e aumento na taxa de
germinacao das sementes. Assim, € possivel modificar a aparéncia e tamanho
facilitando manuseio [3,10]. Os revestimentos permitem uma aplica¢do precisa
e utilizado em pequenas quantidades, permite atenuar problemas como
contaminacdo de solo e lencéis freaticos pelo uso excessivo e agroquimicos
[3,61].

Existem trés principais tipos de revestimentos de sementes, o tipo filme,
a incrustacao e a peletizacao (Figura 4). No revestimento do tipo filme uma fina

camada do material, entre 5-10% em massa da semente, € aplicado a semente
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sem alterar a sua forma, peso ou volume. Na incrustacdo hd um aumento no
peso, de 100 a 500% a massa da semente, e volume das sementes, porém, a
sua forma original € mantida. Enquanto na peletizacdo, além do peso e do
volume a forma original da semente é modificada, adquirindo formato esférico ou
ovoide [3,62].

Figura 4. Tipos de revestimentos e equipamentos utilizados no revestimento de
sementes.

Fonte: Adaptado de Pedrini et al., 2020 [62].
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O revestimento de sementes € utilizado também para o beneficiamento e
cultivo de plantas nativas, o que levou a producao e adaptacao de novo tipos de
revestimentos, os aglomerados ou conglomerados, nos quais varias sementes
sdo combinadas em uma Unica unidade de liberacéo. A peletizacéo por extrusédo
se da quando sementes sao dispostas em uma grande quantidade de material e
passados por um extrusora e entdo cortados em formato desejado, geralmente
cilindrico [62].

Os principais equipamentos utilizados pela industria para realizar o
revestimento de sementes sao o leito fluidizado, para o preparo de filmes e em
menor quantidade de sementes incrustadas; o revestidor rotativo, muito usado
para tratamento de sementes nativas e revestidor de panela, geralmente
utilizado para sementes pequenas. Na producdo de sementes peletizadas
extruidas uma méaquina especifica é necessaria, ela se assemelhe as utilizadas

na producgéo de massas [62].

Os revestimentos podem ser constituidos de materiais classificados em
agentes aglutinantes ou agentes de enchimento. Os aglutinantes conferem
adesdo do material a semente e retencdo de ingredientes ativos; sdo materiais
poliméricos naturais ou sintéticos, que sao aplicados na forma liquida e que
originam o filme em torno da semente quando secos. Entre os mais comumente
utilizados temos a quitosana e a celulose. De modo geral, os agentes de
enchimento sdo materiais em p6, como a bentonita, carbonato de célcio ou areia

e que séo utilizados para aumentar o volume e peso original da semente [62].

Os agricultores precisam lidar com a suscetibilidade das culturas ao
estresse bidtico, como bactérias, fungos e plantas daninhas; e abibtico, como
salinidade alta, temperaturas extremas e seca. Neste contexto, os hidrogéis, a

exemplo da quitosana e PEG, podem ser utilizados na composicao dos
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nanocompositos para o revestimento de sementes e atenuar esses problemas
[37,60].

Os tratamentos com quitosana proporcionaram melhorias na germinacéao,
melhoraram o crescimento e emergéncia das plantulas [63]. Um tratamento a
base de quitosana e PEG foi utilizado como matriz para o transporte do fungo
Trichoderma, e mostrou-se eficaz contra patégenos de sementes; e afetou o
crescimento de amendoim. O revestimento aumentou o vigor de germinacéo e
plantulas e inibiu o surgimento de doencas exibindo o a a¢do antifungica da

quitosana e a possibilidade do uso destes polimeros juntos [60].

Considerando a importancia econdmica e as perspectivas de crescimento
populacional, é fundamental o desenvolvimento tecnolégico do meio agricola, de
forma a se obter maior produtividade, qualidade e seguranca dos alimentos
produzidos, de forma viavel economicamente e limpa para o meio ambiente.
Assim, a quitosana e a laponita, isoladamente, podem se mostrar prosperas.
Entretanto, ndo ha relatos de trabalhos que combinem as propriedades destes
dois materiais para esta finalidade. Deste modo, o desenvolvimento de novos
materiais quitosana/laponita que alie as propriedades antifungicas da quitosana,
e 0 intumescimento da laponita, por exemplo, para o recobrimento de sementes

€ promissor.

1.6 Nanocompdsitos, usos e aplicacdes

1.6.1 Hidrogéis

Polimeros, do grego poli: muitos e mero; repeticdo, sdo uma classe de

materiais com alta massa molecular, macromoléculas; compostos de unidades
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menores e de baixa massa molecular que se unem e se repetem, chamadas de
mondmeros [56].

Hidrogéis sao polimeros reticulados tridimensionalmente e apresentam
comportamento elastico, podendo absorver ou liberar solventes sem sofrer
danos a sua estrutura como a capacidade de intumescimento (Figura 5) [56,65-
67]. Ha ainda, os hidrogéis superabsorventes com potencial absorvente para

dezenas de vezes 0 seu peso seco em agua ou outro solvente [67,68].

Figura 5 — Mecanismo de adsor¢ao dos hidrogéis
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Fonte: Adaptado de Khan & Khan, 2021 [69].

Particulas de hidrogéis em escala nanométrica sdo chamadas de
nanogéis. Assim como os hidrogéis, 0os nanogéis apresentam elevado potencial
no sistema de entrega de drogas, em especial, pois estes materiais apresentam
um tamanho que os possibilita a interacao do gel ao nivel celular e viabiliza a

sua administragao [65].

Os hidrogéis séo classificados em virtude da natureza da sua reticulacao,

basicamente como sendo fisicos ou quimicos (Figura 6). Os fisicos sao aqueles
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que sofrem ligacbes cruzadas fracas, de Van der Waals, portanto, s&o
reversiveis e liberam seu conteddo apos intumescimento ou estimulo. Por sua
vez, os hidrogéis sao classificados como quimicos quando sua reticulacéo se da
por meio de ligacbes covalentes entre diferentes grupos funcionais, estes
requerem uma degradacéo na ligacdo para que haja a liberagdo dos insumos
[65,66,68].

Figura 6 — Diferentes formas de classificacées dos hidrogéis.
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Fonte: Adaptado de Elsayed (2019).
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Podem ser classificados ainda em virtude da sua composicao
(copolimeros ou homopolimeros), estrutura (cristalina ou amorfa), origem
(natural, hibrido ou sintética), carga (catidnico, anidénico, neutro ou anfétero) e
propriedades fisicas (hidrogel inteligente ou convencional) ou ainda quanto ao
método de preparo (copolimerizacao, irradiacdo, coacervagdo complexa e pelo
uso de enzimas) (Figura 6) [65,69].

Os hidrogéis podem ser sensiveis aos estimulos fisicos como temperatura
e pressdo ou estimulos quimicos como pH e agentes quimicos. Na presenca
destes estimulos, estes géis podem modificar sua dimensdo ou estrutura,
chamados de hidrogéis inteligentes ou responsivos, este tipo de hidrogel pode
ser de grande valia na liberacéo controlada de drogas [65,66]. Em decorréncia
de suas propriedades estes polimeros sao largamente utilizados em aplicacdes
biomédicas e agricolas na liberacdo controlada de medicamentos e insumos
[56,65,66].

Uma aplicagdo promissora é como adsorvente de poluentes, visto a
grande capacidade de adsorcéo, podem ser reutilizados, flexiveis e podem ser
vantajosos economicamente. Os hidrogéis apresentam também diferentes
grupos funcionais como -OH, -COOH, -NH2, que tornam capazes de adsorver

seletivamente varios poluentes em agua [69].

Entretanto, o uso destes hidrogéis nas mais diversas aplicacdes pode ser
limitado pela sua baixa resisténcia mecéanica e térmica. Como forma de melhorar
as caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis e viabilizar seu uso em uma
vasta gama de aplicacdes € que se prop6e a formacéo de nanocompadsitos, para
isso, sdo adicionados a matriz polimérica diferentes materiais como argilas e
oxidos metalicos [69]. Assim, ao se considerar o papel de alguns
nanocompoOsitos em sementes, estes podem atenuar o estresse abiotico nas

plantas. A quitosana mostrou efeitos positivos nas taxas de germinagéo de
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sementes e crescimento de mudas a baixas temperaturas [24,25]. Os
nanocompositos de quitosana podem ser obtidos quando este polimero é
misturado com nanoargilas, como a montmorilonita e a laponita. Os
nanomateriais oriundos desta combinacdo oferecem melhoria na resisténcia
mecanica, atividade antibacteriana e transporte de ativos [25]. Tal comprovacao
pode contribuir para tolerdncia e termoinibicdo em sementes de alface

protegendo as sementes da termodorméncia.

As caracteristicas da quitosana e da laponita, como propriedades
antifingicas, antibactericidas, atoxicidade, além do seu uso no armazenamento
de alimentos, ou no transporte de medicamentos mostram que esses materiais
podem apresentar um uso promissor no revestimento de sementes. Notou-se
gue o uso destes materiais de forma isolada no tratamento e/ou na manutencao
da qualidade fisica e fisiolégica de sementes é promissor. Portanto, estudos que
possam aliar esses dois materiais de forma a produzir um novo tratamento de
sementes, tal qual, a producdo de um revestimento que pode associar
propriedades para protecao, hidratacdo e como meio de transporte de ativos as

sementes sdo necessarios.

Assim, é de fundamental importdncia a busca de alternativas para
possibilitar a producédo de alface de qualidade durante todo o ano, visando o
desenvolvimento de tecnologias de sementes ajustadas aos diferentes
genotipos, como as propostas neste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a viabilidade do uso de nanocompdsito polimero/argila a base
de quitosana, PEG e laponita no revestimento de sementes; e, avaliar a

influéncia deste revestimento na viabilidade e vigor de sementes.

2.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolver e estudar as propriedades e estrutura dos nanocompagsitos a
base de laponita, quitosana e PEG;

b) Avaliar a toxicidade dos nanocompdsitos desenvolvidos a base de laponita,
quitosana e PEG;

c) Estudar a melhor composicao para os nanocompasitos obtidos e de que forma

ele afeta a taxa de germinagéo de sementes de milho.
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3

Busca de anterioridade e estado da técnica
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Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na
busca de anterioridade realizada, estes originaram um artigo de prospecc¢ao
gue foi publicado e se encontra em anexo na tese. Qualquer inovacao a ser
testada requer a busca de anterioridade, que pode prevenir conflitos, reduzir
os riscos de perda do investimento. A fungdo da busca de anterioridade é
fazer um levantamento inicial da tecnologia com o0s objetivos de conhecer o
estado da técnica de uma tecnologia; economizar etapas no processo de

protecdo da propriedade industrial; e realizar melhorias na tecnologia.

3.1 BUSCA DE ANTERIORIDADE

A busca por artigos publicados em inglés nos ultimos 15 anos foi realizada
utiizando  Scopus  (http://www.scopus.com) e Web of Science
(http://www.webofknowledge.com) e realizada com combinag¢des dos termos de
pesquisa "chitosan" e "laponite". Recuperamos os resumos de 95 artigos. Os
artigos foram selecionados avaliando o titulo e o resumo. Os artigos foram
revisados para garantir que cada estudo atendesse aos critérios de contencao
de dados quantitativos sobre a quitosana e a laponita. Os bancos de dados foram
importados em formato Bitex. Uma meta-analise realizada utilizando o software
4.0.0 [70] e o RStudio 1.1.463 [71]. O pacote "Bibliometrix" do software R foi

utilizado para analise bibliométrica para criacdo de graficos [72].

A prospeccao de patentes foi realizada através da plataforma The Lens
(https:/lwww.lens.org) que realiza pesquisas em bancos de dados da Espacenet
- European Patent Office, USPTO - United States Patent and Trademark Office
Database, WIPO - World Intellectual Property Organization e IP Australia
cobrindo mais de 95 jurisdicbes diferentes, e fornecendo acesso a mais de 100

milhdes de patentes.
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Uma pesquisa avancgada foi realizada, e os termos "chitosan" e "laponite"
foram usados com o termo restritivo "and" e que tinham essas palavras-chave
no titulo, resumo e descricdo das patentes. Foram coletados dados dos ultimos
25 anos, dados nos quais houve o primeiro depdsito. Ao se prospectar patentes
com o0 uso de nanocompdésitos combinando laponita e quitosana nao foram
encontradas inovagbes para revestimento de sementes, o que valida a
importancia da obtencdo de inovacdes como a proposta nesta tese. Foram
prospectadas 132 publicagcbes nas bases cientificas Scopus (53) e Web of
Science (WoS) (79). Destes, foram retiradas duplicatas, totalizando 93 artigos
com publicac¢des iniciadas em 2006. O nimero de publicagdes sobre a quitosana
e a laponita cresceu significativamente a partir de 2011 e em 2020 apresentou o

maior niumero de publicacdes, passando de 9 para 25 publicagdes.

A revista ACS Applied Materials & Interfaces apresentou o maior nimero
de artigos publicados, logo apds se encontram a RSC Advances, Applied Clay
Science, International Journal of Biological Macromolecules e Macromolecular
Bioscience. A revista ACS Applied Materials & Interfaces, RSC Advances e
Applied Clay Science, apresentaram também os maiores fatores de impacto
(indice H), sendo a ACS a de maior fator (5). As producdes cientificas est&o

dispostas na Figura 7.

Quanto aos paises com maior nimero de autores correspondentes pode-se
destacar a China com maior numero de autores (27), o Ird (16) e os Estados
Unidos da América (EUA) (15). O Brasil também tem destaque e ocupa a quarta
posicdo quanto ao numero de autores correspondentes, com 7 autores, e €

seguido pela india com 4 autores.
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Figura 7 — Producéo cientifica anual das bases de dados Web of Science (A) e

Scopus (B) para quitosana e laponita.
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Quanto as instituicdes com maior numero de publicagbes a Universidade
Maragheh (Ird) se destacam com o maior nimero, seguida pela Universidade de
Tecnologia Sharif (Ird) e a Universidade de Yangzhou (China). Entre os paises
que se destacam quanto a colaboragcdo com outros, para Web of Science,
podemos citar: China (8), EUA (7) e Ira (3), porém Brasil, Francga, Libia e Turquia
também fizeram colaboracdes (FIGURA 8.A). Para a base Scopus, 0s paises
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com maiores contribuicdes foram: China (5), Ird (4), EUA (2), India (1) e Italia (1)

(FIGURA 8.B).

Figura 8 — Mapa ilustrativo de colaboracao por pais das bases de dados Web of

Science (A) e Scopus (B) para quitosana e laponita.
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O autor mais produtivo foi G. Mahdavinia, seguido de D. Shan, e Y. Wang.
Na Figura 9 estdo representadas as producdes dos autores ao longo dos anos
para as duas bases de dados pesquisadas: Web of Science (WoS) e Scopus. O
tamanho das esferas na Figura 9 representa o nimero de publicacdes, e a

intensidade da cor representa o total de citagdes por ano desses autores.

Figura 9 — Producdao cientifica de artigos indexados nas bases de dados Web of
Science (A) e Scopus (B) para quitosana e laponita, destacando os autores mais

relevantes por ano.
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Quanto ao numero de citacBes, a China continua ocupando a primeira
colocacao, mas os Estados Unidos ultrapassam o Ird nesse quesito. Quanto ao
numero de citacdes, o Brasil é superado por Portugal e india, sendo o sexto pais
com maior numero de citacbes. As palavras-chave mais utilizadas foram

LAY

“Laponite”, “Chitosan”, “nanocomposite”, “hydrogels” e “Laponite RD”.

A partir das palavras-chave dos artigos obteve-se ainda os mapas
conceituais estruturais, com as palavras mais frequentes nos artigos
encontrados na base de dados Web of Science. Usando o método de analise de
correspondéncia multipla (MCA) foram geradas duas redes de co-ocorréncia,
representadas na Figura 10. Para a cor vermelha (quitosana, in vitro, compasito,
nanoparticulas, hidrogéis, laponita, diferenciacdo osteogénica, performance,
adsorcdao, pH, argila, entrega) e azul (comportamento, entrega, montmorilonita).

Por meio destes dados é possivel conhecer os temas mais estudados.

Figura 10 — Mapa conceptual estrutural (MCA) dos termos mais frequentes nas
palavras-chave da base de dados da Web of Science pelo método MCA (A).
Dendrograma com dois grupos com palavras encontradas nos titulos dos artigos
da base de dados Web of Science (B).
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Para a base de dados Scopus também se utilizou as palavras-chave dos
artigos para obtencdo das redes de co-ocorréncia e dos mapas conceituais
estruturais, com as palavras mais frequentes, usando o método de analise de
correspondéncia multipla (MCA). Os dados podem ser encontrados na Figura
11, em vermelho (quitosana, hidrogéis, nanocompdsitos, microscopia eletrénica
de varredura, laponita, adsorcdo, biocompatibilidade, espectroscopia
infravermelho de transformada Fourier, silicatos) e azul (artigos, sistema de
entrega, quimica, laponita, hidrogel, medicamento n&o classificado, revista
prioritaria) mais uma vez esses graficos fornecem dados acerca dos conteudos

mais estudados.

Figura 11 — Mapa conceptual estrutural dos termos mais frequentes nas
palavras-chave da base de dados da Scopus pelo método MCA (A).
Dendrograma com dois grupos com palavras encontradas nos titulos dos artigos
da base de dados Web of Science (B).
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Das 109 patentes prospectadas que relacionam quitosana e laponita, ha
plataforma The Lens, 28 sdo patentes concedidas e 81 sdo pedidos de patentes.

O numero de patentes publicadas por ano encontra-se na Figura 12.

A primeira patente foi depositada em 25 de junho de 1996. A proxima
patente foi depositada apenas em 1999, depois dessa no ano de 2001 duas
patentes foram depositadas. A partir deste ano houve um aumento no numero
de depdsitos, sendo entre os anos de 2007 e 2008 o pico no numero de depdsitos

de patentes (7).

Figura 12 — Numero de documentos de patentes contendo os termos “chitosan

and laponite” ao longo dos anos prospectados na base Lens.
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Os Estados Unidos se destacam com o maior numero de patentes (55)
por jurisdicao, seguido pela WIPO (31), Australia (10), Patentes Europeias (8) e
China (5). A empresa L’Oréal, uma empresa multinacional francesa do ramo
cosmeético, tem o maior nimero de depositos, com 14 documentos. Em seguida,
tém-se a Kimberly Clark Co (10), empresa americana de cuidados pessoais; a
Gavish Galilee Bio Applications Ltda., empresa de transferéncia tecnolégica de
Israel (8). As instituicbes com maior niumero de depdsitos ou pedidos estao

representadas na Figura 13.

Figura 13- Grafico de nuvem referente ao nimero de documentos de patentes

depositados por instituicdo contendo os termos “chitosan and laponite”.

Gavish Galilee B|o Appl Ltd (8) E2eMatenaisinc(5) oo s

'Oréal (14)

Poppe Clayton D (5)

Kimberly Clark Co (10)

A maioria das patentes prospectadas séo voltadas a ciéncia de higiene
médica ou veterinéaria, tratam do Preparo de dispositivos e métodos médicos,
odontoldgicos ou higiénicos (A61K); na utilizacdo especifica de cosméticos ou
de preparacdes sanitarias similares (A61Q). Também foram encontradas
patentes voltadas aos processos fisico ou quimicos e aparatos em geral (BO1D);

tratamento de agua, aguas residuais, esgoto ou lama (CO2F); compostos
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macromoleculares organicos a sua prepara¢do ou composi¢des quimicas de

trabalho baseadas neles, utilizacdo de substancias organicas inorganicas ou

nao-macromoleculares como ingredientes de composicao (C08K) e para testes

de medicéo, na investigacao ou analise de materiais por meio da determinacao

das suas propriedades quimicas ou fisicas (GO1N). Na Figura 14 em formato de

grafico de calor estdo apresentadas as categorias pela classificacao

internacional de patentes (IPC). Quanto mais préximo da coloracéo vermelha,

maior a frequéncia de patentes.

Figura 14 — Numero de patentes de acordo com a classificacdo IPC contendo

os termos “chitosan and laponite”.
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Os inventores com maior numero de documentos sdo Rytwo (10), Govang
Patrick J. (8), Rasmussen (8), Schryver Tomas P. (8), Utschig Julie M. (8), Poppe

Clayton D. (8).
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Apesar do crescente interesse no uso desses materiais, como pode ser
verificado pelo aumento no nimero de artigos e patentes depositadas a cada
ano, nao foram encontrados artigos com 0 uso da quitosana e laponita juntas
associadas ao revestimento de sementes na mesma formulacdo. Entretanto,
estes materiais sendo utilizados no revestimento de alimentos, como frutas [73],
fabricacdo de biossensores [74], biossensores para detec¢do de fendis [75] e L-
Lactato, que é importante padrdo de frescor e sabor de alimentos [76], na

adsorcao de metais e corantes [77] e proteinas [78].

Em sua maioria, estes materiais foram combinados para uso na area
médica, a exemplo da formulagéo de bioadesivos e administracéo controlada de
medicamentos [32,79,81], no tratamento de hemorragias [82] e tratamento de
lesbes [83], melhorar a adesdo celular e biomineralizacdo [84,85], osteo
indutores na engenharia de tecidos &sseos [86,87]. Considerando-se as
atividades antifingicas e antibactericidas da quitosana e laponita estes materiais
foram aplicados na regeneracdo de pele e mostraram-se promissores como

curativos [88].

Encontrou-se também a quitosana e a laponita em aplicacbes
eletroquimicas como na producdo de filmes para catalise de perdxido de
hidrogénio [89]. Um revestimento hibrido quitosana e laponita também foi
aplicado na reducao de incéndios em espumas flexiveis de poliuretano, que &

bastante utilizada em colchdes e estofados [90].

A laponita ndo associada a quitosana foi utilizada para encapsulamento e
liberacdo controlada de medicamentos [91,92], assim como na liberacdo
direcionada de medicamentos [93] e na adsor¢do de poluentes em agua e

corantes [94].
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A quitosana recebe aplicacdo na producdo de revestimentos de
revestimentos comestiveis que em geral sao voltados ao revestimento de frutos
ou graos. Muitas aplicacbes sdo no uso de materiais antibactericidas e
antifangicos [25]. A quitosana também foi utilizada na producédo de compadsitos

para liberagéo controlada de insulina [95].

A maioria dos relatos na literatura que se encontrou para laponita isolada
e em associacdo a quitosana também tinham aplicacdo em outras areas como a
meédica e farmacoldgica. Realizou-se também a busca de patentes que aplicam
a laponita ao tratamento de sementes. Nesta busca, observou-se também uma
larga aplicacdo desses materiais na area medica e cosmeética, tendo a empresa
L'Oréal como uma das maiores depositantes. Entretanto, foram encontrados
trabalhos que se voltavam a adsorcdo de materiais e limpeza de agua residuais

e/ou esgotos.

Desta forma na prospeccao realizada nestas plataformas ndo foram
encontradas publicacfes que se voltassem a aplicacdo da quitosana e laponita
em um material para revestimento de sementes. Entretanto, suas caracteristicas
como propriedades antifingicas, antibactericidas, atoxicidade, além do seu uso
no armazenamento de alimentos, ou no transporte de medicamentos mostram
gue esses materiais podem apresentar um uso promissor no revestimento de
sementes. Notou-se que o0 uso destes materiais de forma isolada no tratamento
e/ou na manutencdo da qualidade fisica e fisiol6gica de sementes € promissor.
Portanto, estudos que possam aliar esses dois materiais de forma a produzir um
novo tratamento de sementes, tal qual, a produ¢édo de um revestimento que pode
associar propriedades para protecéo, hidratacdo e como meio de transporte de

ativos as sementes Sao necessarios.
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a4

Estudo de toxicidade dos Nanocompdsitos
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Neste capitulo sdo apresentados a sintese e caracterizacdo de
nanocompoésitos em que algumas quantidades de polietilenoglicol, quitosana e
laponita foram variadas. Este estudo prévio visou além do conhecimento inicial
da nanoestrutura, avaliar a toxicidade destes materiais em sementes de alface

(Lactuca Sativa L.), que apresentam grande sensibilidade.

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Sintese dos nanocompositos

Para sintese dos nanocompasitos, foram utilizados Polietilenoglicol 6000
(PEG, Sigma-Aldrich®), Quitosana (Sigma-Aldrich®) e Laponita® RD (BYK
Additives & Instruments).

Inicialmente obteve-se duas solucdes de polietilenoglicol (PEG), cujas
massas foram estimadas conforme a equagéao proposta por Michel e Kaufmann
(1973) [80], para os potenciais osmoticos de -0,8 MPa e -1,2 MPa.

Wos =-(1,18x102)C - (1,18x104)C? - (2,67x104)CT+ (8,39x107)C?T
Tem que:

Wos = potencial osmético (bar);

C: concentracdo (g PEG 6000/L);

eT: temperatura (°C).

Estes potenciais e as concentracdes foram definidos previamente de
forma a contribuir para a restricdo da agua nas sementes inicialmente e,
consequentemente, sua ndo germinacdo durante a aplicacdo do filme de

nanocompasito.

A embebicao de tecidos vivos e mortos, como por exemplo, de hidrogéis,
consequentemente a disponibilidade de agua para as sementes, S&o
influenciadas pelo potencial osmético. Em seguida, quantidades apropriadas de
quitosana e argila foram suspendidas em aliquotas de 30 mL das solu¢des de
PEG e as misturas foram submetidas a agitacdo magnética por 30 min. em

recipiente fechado.
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As amostras foram identificadas de acordo com o exposto na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidades de reagentes utilizadas na sintese dos nanocompasitos.

Amostra PEG (30mL) Quitosana (g) Laponita (Q)
PO8QOL06 -0,8 - 0,6
PO8Q3L03 -0,8 3,0 0,3
P12Q0L06 -1,2 - 0,6
P12Q3L03 -1,2 3,0 0,3
P12Q3L09 -1,2 3,0 0,9
P12Q45L0 -1,2 4,5 -
P12Q6L09 -1,2 6,0 0,9

P=PEG; Q= quitosana; L= laponita. NUmeros seguidos das letras representam os potenciais
osmoticos para PEG, e as concentragdes para quitosana e laponita.

Para a caracterizacao estrutural de todos os materiais, as amostras foram
secas a temperatura ambiente por sete dias, a fim de se obter monolitos que

foram macerados até a obtencao de um po fino.

4.2 Técnicas de caracterizacao

4.2.1 Espectrofotometria de Absorcdo na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

Foram preparadas pastilhas das amostras em pd com brometo de
potassio (KBr), sob a pressdao de 2,76 MPa, com o auxilio de uma prensa

(modelo C, Carvel Laboratory Press).
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As medidas foram realizadas no Laboratorio de Estudos Avancados em
Materiais da Universidade Feevale, no Rio Grande do Sul, utilizando-se
espectrofotometro (modelo Spectrum Two™, Perkin Elmer), na faixa de 4000 a
400 cm™,

4.2.2 Analise Termogravimétrica

As analises foram obtidas com a amostra na forma de p6 e realizadas no
Laboratério de Estudos Avancados em Materiais da Universidade Feevale, no
Rio Grande do Sul.

Para o0 estudo das propriedades térmicas, utilizou-se balanca
termogravimétrica (modelo TGA-51, Shimadzu), sob atmosfera inerte de
Nitrogénio (N), no intervalo da temperatura ambiente até a temperatura de 900°C
com uma taxa de aquecimento de 10°C/min para obtencdo das curvas

termogravimétricas (TG) e curvas de derivadas termogravimétricas (DTG).

4.2.3 Comportamento reoldgico

O comportamento reolégico dos materiais foi obtido a partir de redmetro
(MCR 302 Anton Paar), com geometria de placas de 25 e 50 mm de diametro e
1 mm de espagamento entre placas. Foram realizados testes de escoamento e

de oscilagdo dindmica em condi¢des de temperatura controlada.
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Para os ensaios de oscilacdo, inicialmente determinou-se a regiao
viscoelastica linear (RVL) a partir do teste de amplitude de deformacédo, em que
se manteve constante a frequéncia de oscilagédo (w = 10 rad/s) e variou-se a taxa
de deformacéo entre 0,01 e 100%. Em seguida, foi realizada uma varredura de
frequéncia de oscilagédo (entre 0,1 e 100 rad/s), a uma deformagéo constante
(0,05%), na regido viscoelastica linear. Todas as medi¢des foram realizadas a
temperatura constante de 37°C. As medidas foram realizadas no Laboratério de
Quimica Multiusuarios da Universidade Federal do Sergipe, Campus Prof. José

Aloisio de Campos.

4.2.4 Revestimento das sementes

4.2.4.1 Testes de Toxicidade empregando Lactuca sativa L.

A alface é uma planta anual da familia Asteraceae que normalmente é
cultivada em climas tropicais, e tem sido usada como bioindicador para avaliar a
contaminacdo de solo e de agua. As sementes de Lactuca sativa L. permitem
avaliar os efeitos fitotOxicos de compostos puros ou misturas complexas no
processo de germinacdo de sementes e o desenvolvimento de plantulas nos
primeiros dias de crescimento [96].

Em estudo preliminar com duas repeticbes de 20 sementes de alface
cultivar Hanson (Repolhuda) da empresa Isla® (Safra 15/15), com taxa de
germinacao de 96% pureza de 99,8% foram manualmente revestidas com o0s
nanocompositos. Para isto, as sementes foram colocadas em tubo Falcon
contendo 2 mL dos nanocompdsito presentes na Tabela 1, um para cada
amostra. Promoveu-se, entéo, a agitacao manual por 10 minutos para realizar o
revestimento. Em seguida, as sementes foram colocadas em placas de Petri e

mantidas a temperatura ambiente para secagem do nanocompasito.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacao estrutural dos nanocompdsitos

Visando avaliar a estrutura quimica das amostras obteve-se espectros de
infravermelho da argila e dos nanocompasitos, que sédo apresentados na Figura
15.

Figura 15. Espectros de FTIR da Laponita, quitosana e dos nanocompdsitos
amostras P08Q3L03, P08QOL06, P120Q45L0, P12Q0L06, P12Q6L09,
P12Q3L03.
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O espectro da laponita apresentou quatro bandas mais intensas (Figura
15). Em 1.637 cm! tém-se a banda correspondente ao estiramento Si-OH
estrutural da argila [97-99] em 1.007 cm%, estiramento assimétrico de ligacdes
Si-O [73,99-101]; em 460 cm™* referente as deformacgdes angulares das ligacdes
Si-O-Si existentes nas folhas tetraédricas da laponita [102] e em 650 cm
atribuida a deformacéo angular da ligacdo MgOH [73,99,101]. Na regido de
aproximadamente 3.500 cm foi observada uma banda larga correspondente as
vibracBes de estiramento dos grupos OH, indicativo da presenca de moléculas
de &gua [73,101].

Quanto aos espectros dos nanocompositos (Figura 15), para bandas
caracteristicas do PEG na regido de 1.100 cm, que é atribuido a deformacéo
angular da ligacdo C-O, as demais bandas em geral séo atribuidas as vibracdes
das unidades que se repetem. As bandas por volta de 3.400 cm™ representam
grande quantidade de estiramentos O-H [50, 99,103,104].

Todos os nanocompasitos apresentaram perfis semelhantes, inclusive as
amostras P12Q0L06 e P08QOL06, que ndo apresentam quitosana em sua
estrutura. Assim, pode-se inferir, que eles se assemelham ao espectro do PEG.
Vale destacar que a banda em 1.740 cm, presente com maior intensidade na
amostra P12Q0L06, também pode ser vista na amostra PO8QOL06 e em menor
intensidade na amostra PO8Q3L03 (traco pontilhado). Esta banda pode ser
atribuida a ligacdo C=0 da quitosana [52] e ndo pode ser encontrada nas demais
amostras, provavelmente como consequéncia da interacdo entre o PEG e a
quitosana [103]. A amostra P12Q45L0 n&o apresenta argila em sua composicao,
pode-se observar a auséncia de bandas, na regido de 460 e 1.630 cm™ além da
banda de baixa intensidade na regido de 650 cm, bem como a deformacéo
angular da ligacdo MgOH, que € encontrada nas demais amostras e que Sao

caracteristicas da laponita.
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A partir do espectro da quitosana, pode-se observar uma banda em 895
cm® [105], correspondente ao estiramento C-N da quitosana, em 1.026 e 1.100
cm® tém-se bandas provenientes do estiramento C-O de alcool primario e éter,
respectivamente [38,105]. Em 1.150 cm™ também ha uma banda que pode ser
atribuida aos estiramentos C-O-C e C-N presentes na quitosana [38,105]. Da
mesma forma, a banda em 1.380 cm™? pode ser correspondente aos
estiramentos C-N e C-O, [105] , em 1.630 cm* [46,106,107], tém-se o
estiramento N-H da amida primaria; e, em 2.880 cm™ os estiramentos que

referem-se aos grupos CH e CH2 da quitosana [46,106].

Além disso, pode-se destacar a presenca de estiramento O-H, indicativo
de agua na estrutura do material, formando uma banda larga na regiao de 3.400-
3.200 cm, esta banda pode derivar também presenca de NH:, ligacdes de
hidrogénio, na quitosana [46,105-107]. Bandas largas na regido de 3.400-3.200
cml, que correspondem a ligacdo N-H e ao grupo O-H podem indicar reacéo
entre as aminas e grupos etoxi, corroborando as interacdes e boa

compatibilidade entre a quitosana e o polietilenoglicol [50,51,103].

Para examinar a estabilidade térmica dos materiais, foram coletados os
dados de andlise termogravimétrica (TG) e da sua Derivada Termogravimétrica
(DTG). Na Figura 16 sao apresentadas as curvas de TG e DTG da laponita e dos
nanocompoésitos. Como esperado, a argila apresenta elevada estabilidade
térmica com uma perda total de massa por volta de 18%, em 62,5°C que pode
ser atribuida a liberacdo de moléculas de agua absorvidas pelas amostras
[100,108].
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Figura 16. Curvas de Andlise Termogravimétrica (TG) e Derivada
Termogravimétrica (DTG) da Laponita, quitosana e dos nanocompositos
P0O8Q3L03, POBQOLO6, P12Q45L0, P12Q0L06, P12Q6L09, P12Q3L03.
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A quitosana apresenta duas principais etapas de perda de massa (Figura
16): a primeira 77°C correspondente a perda de agua devido a sua
hidrofilicidade; a segunda etapa a 320°C advém da degradacédo da sua cadeia
principal, desidratacéo e despolimerizacdo de unidades de acetil. A amostra de

quitosana apresentou uma perda total de massa de aproximadamente 70% [109-
112].

Quanto as amostras P12Q0L06 e P08QOL06, que nao apresentam
quitosana em sua estrutura, mostraram apenas duas etapas de perda de massa,

por volta de 40°C, provavelmente atribuida a perda de moléculas de agua, e
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435°C. Enquanto a amostra P12Q0L06 mostrou perda total de massa de 97% e
a PO8QOL06 perdeu 93%.

O processo de degradacéo térmica do PEG esté relacionado a pirdlise da
cadeia polimérica pelas cisfes aleatorias das ligacdes C-C ou C-O, que levam a
formacdo de ésteres formicos de baixo peso molecular [98,113-115]. Esses
dados corroboram com a literatura que aponta para a estabilidade do PEG em
temperaturas inferiores a 125°C e finaliza a decomposi¢do térmica em
temperaturas superiores a 400°C [116].

Os nanocompositos P12Q3L03, P12Q6L09 e PO8Q3L03, que apresentam
quitosana em sua composicao, apresentam 3 etapas de perda de massa. A
primeira etapa ocorre por volta de 55°C e corresponde a perda de moléculas de
agua pelas amostras. A segunda etapa de degradacao ocorre a 320°C, na regido
onde a quitosana sofre degradacdo da sua cadeia polimérica. A terceira etapa
em 440°C em virtude da degradacdo térmica do polimero, comportamento
semelhante ao que ocorre na amostra que contém apenas o PEG como matriz
polimérica [112]. As trés amostras mostraram uma perda total de massa de 85,
80 e 87 %, respectivamente. A menor perda de massa da amostra P12Q6L09
pode ser atribuida a maior quantidade de argila e quitosana presentes na

amostra perante as demais.

A amostra P12Q45L0 que ndo apresenta a argila, também mostrou trés
etapas de perda de massa, contudo elas foram deslocadas para temperaturas
menores (52, 315 e 435°C), visto que a argila proporciona uma melhor
estabilidade térmica para os polimeros. Este nanocompdsito mostrou também
uma perda de massa total superior as demais amostras que apresentam laponita
e quitosana, 85% em perda de massa. Por meio dos dados obtidos observou-se
gue a quitosana e a laponita podem melhorar as propriedades térmicas dos
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nanocompaositos, que pode ser interessante quanto ao uso destes materiais em

regides nas quais o solo pode estar suscetivel a temperaturas mais elevadas.

O estudo do comportamento reoldégico dos materiais aplicados a
revestimentos, a exemplo de revestimentos comestiveis ou de sementes,
permite presumir a relacdo entre estrutura e espalhamento, espessura e
uniformidade das solucfes perante o revestimento [117]. Entender a reologia dos
nanocompositos, permite fornecer dados que auxiliam a aplicacdo do
revestimento as sementes, permitido aplicacéo e viabiliza definir condicbes de
funcionamento no equipamento de transporte e injecéo de fluidos para aplicacao
dos materiais nas sementes [118]. Desta forma, buscou-se estudar de que forma
a quitosana e a laponita poderiam influenciar nas propriedades mecanicas dos

materiais.

Inicialmente fez-se necessario obter a regido viscoelastica linear (RVL).
Nesta regido, as deformagfes impostas ndo promovem um desarranjo da
estrutura, abaixo da RVL, a amostra se recupera elasticamente e desta forma,

se comportara como um sélido com G’ sendo constante.

Na Figura 17 é apresentado o modulo de armazenamento (G’) em fungéo
da taxa de deformacgédo para as amostras P12Q3L03, P12Q0L06, P12Q45L0,
P08QOL06 e P0O8Q3L03. Para facilitar a visualizagao apenas os valores de G’
foram apresentados. Todas as amostras apresentaram G’ maior que o0 médulo
de perda (G”), implicando em uma predominéancia das propriedades elasticas do
material [119,120]. Pode ser também observado na Figura 17 que as amostras

mostraram uma RVL definida em até 2% de deformacéo.

As amostras P12QO0L06 e PO8QOL06 nado apresentaram uma RVL, este
resultado sugere que a quitosana influenciou no comportamento reolégico dos

nanocompésitos. Neste caso, a amostra escoa e pode se comportar como um
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liquido viscoso, pois € observado a variagado de G’ em fungdo da deformacao.
Tais caracteristicas podem favorecer os revestimentos de sementes desde que

apresentem aderéncia a superficie.

As amostras P12Q45L0 e P12Q6L09 apresentaram 0s maiores valores
de G’, na ordem de 10° a 10° Pa, enquanto as amostras P12Q0L06 e PO8QOL06
apresentaram os menores valores, entre 1 e 10 Pa. Esse comportamento €
esperado visto que P12Q45L0 e P12Q6L09 contém maiores quantidade de
quitosana, enquanto as outras duas amostras ndo contém quitosana na
composicdo. Com isto, apresentam maior fluidez, o que justifica a auséncia de
uma RVL [121]. Pode-se inferir que a viscosidade das amostras esta diretamente

relacionada a quantidade de quitosana na composicao.

Figura 17. Ensaio de varredura de deformacdo para as amostras

contendo diferentes concentracdes de PEG, Quitosana e Laponita.
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O comportamento reologico dos nanocompositos em funcdo da
frequéncia também foi avaliado. Neste ensaio monitora-se o0 comportamento do
material quando ha um aumento da frequéncia em uma faixa de deformacao

constante. A varredura de frequéncia fornece dados sobre as interacdes entre
as particulas.

Na Figura 18 sdo apresentados a variagcdo de G’ e G’ em fungéo da
frequéncia para as amostras PQ12Q3L03, P12Q0L06, P12Q45L0, PO8QOLO6 e
P0O8Q3L03. Observa-se, a partir da Figura 18, que a amostra P12Q45L0 é
independente da frequéncia, indicativo de um sistema bem reticulado e pouco
fluido [122]. Da mesma forma, P12Q3L03 e P08Q3L03 mostraram também
independéncia da frequéncia e bom grau de reticulacdo, assim como, pode-se
notar que as duas apresentam comportamento semelhante, visto que sua
composicdo € semelhante e o potencial osmético do PEG nao influenciou

significativamente na interacao intermolecular [119,122].

Figura 18. Ensaio de varredura de frequéncia para as amostras contendo
diferentes concentragdes de PEG, Quitosana e Laponita.
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Por sua vez, as amostras P12Q0L06 e PO08QOL0O6 mostraram,
inicialmente, certa dependéncia do médulo elastico (G’) com a frequéncia, em
consonancia com a maior fluidez, observada para esse material. Os resultados
obtidos, com o estudo de varredura de frequéncia, corroboram com os obtidos
no estudo da variacdo da amplitude de deformagcdo, uma vez que o

comportamento de G’ segue a mesma tendéncia.

O aumento na concentracdo de quitosana aumenta a resisténcia
mecanica devido a maior reticulacdo formada entre as redes poliméricas [123].
Estes dados séo importantes, pois 0s materiais de revestimento ndo podem ser
muito fluidos nem muito viscosos, a fim de garantir uma uniformidade durante o

revestimento [117].

4.3.2 Testes preliminares de viabilidade e vigor

Para os testes de germinacéo, as sementes de alface foram tratadas com
amostras P08Q3L03, P08QOL06, P12Q45L0, P12Q0L06, P12Q6L09,
P12Q3L03. Para o tratamento controle ndo se empregou nenhum filme de
nanocompodsito. As imagens das sementes apO0s o0s tratamentos s&o
apresentadas na Figura 19. Sem o0 uso de lentes ou instrumentos Opticos,
apenas a amostra PO8QOL06 mostrou um revestimento menos espesso que
pode ser classificado como filme, enquanto os demais podem se enquadrar no
tipo encrustado. Entretanto, as amostras ndo mostraram um revestimento
uniforme, sendo necessario melhorar a técnica de revestimento das sementes.
As diferentes concentracbes dos compostos nas amostras, a depender das

concentracbes, podem afetar a aplicacdo, sendo este um fator de grande
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importancia, pois um bom revestimento deve permitir uma aplicacdo uniforme

nas sementes.

Figura 19. Sementes de Lactuca sativa L. ap0s os tratamentos com o0s
nanocompaositos contendo diferentes concentracdes de PEG, Quitosana e
Laponita.
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Bioensaios ecotoxicol6gicos sensiveis e simples, como testes de
germinacdo de sementes e alongamento de raizes em plantulas de alface, séo

comumente usados para avaliar a fitotoxicidade de materiais [124].

Os resultados do teste preliminar de germinacdo bem como a
porcentagem de germinagdo das sementes encontram-se na Figura 20. A, o
indice de velocidade de germinacéo (IVG) sdo encontradas na Figura 20. B. As
sementes apresentaram germinacao de acordo com as exigéncias comerciais
de 90% [125].
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Figura 20 — Germinacédo (20.A) e indice de velocidade de germinacao (IVG)
(20.B) com diferentes nanocompasitos no revestimento de sementes de alface.
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Os tratamentos P12Q45L0 e PO8QOLO6, apresentaram germinagao mais
rapida que o controle, enquanto o controle apresentou indice de 5,7 as amostras
apresentaram 6,7 e 7,8, respectivamente. Vale destacar as amostras P12Q6L09
e P12Q45L0 que mostraram as melhores taxas de germinacdo (100%),
sementes tratadas com PEG e quitosana mostraram aumento significativo no
indice de germinacgdo, enquanto a amostra PO8QOL06 exibiu a mais rapida
germinacdo. Avaliou-se também o comprimento das plantulas utilizadas no teste

de germinacao utilizando-se régua centimétrica (Figura 21).

Figura 21. Plantulas de alface obtidas apds tratamentos com amostras

empregando diferentes nanocompasitos.
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Em razdo da elevada umidade a qual as sementes sdo submetidas

durante o experimento de germinacgdo, € comum o desenvolvimento de fungos e
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bactérias prejudicando o processo de germinagdo das sementes. Com excecao
de uma semente que recebeu o revestimento P12QO0L06, que n&do apresenta
quitosana, as sementes ndo apresentaram fungos detectados visualmente. No
entanto, deve-se considerar o teste de sanidade para inferéncias nos testes
posteriores para identificacado da presenca de fungos e bactérias. Cabe ressaltar
que a quitosana tem atividade antimicrobidtica [60,126].

A capacidade da quitosana de contribuir para a melhoria da germinagéo
em muitas espécies de plantas pode ser intrinseca a sua capacidade de
formacdo de filmes semipermeaveis que podem manter a semente Umida
enquanto absorve a umidade do solo e estimula a germinacdo [127]. Desta
forma, os nanomateriais mostraram-se promissores no uso em revestimento de
sementes, podendo contribuir para germinacdo das sementes e

desenvolvimento das plantulas.

4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Os nanocompositos polimero/argila derivados do polietilenoglicol,
quitosana e laponita foram obtidos, e a interacdo entre argila e polimeros foi
confirmada. A quitosana e a laponita contribuiram para melhoria nas
propriedades térmicas dos materiais. As caracteristicas reoldgicas dos
nanocompdsitos mostram que a quitosana interfere diretamente na deformacéao
maxima suportada pelas amostras qgue mostraram um sistema bem reticulado e
pouco fluido, propicio a aplicacdo como revestimento.

Sementes de alface Hanson nos testes preliminares com 0s
revestimentos P12Q6L09 e P12Q45L0 sdo potenciais para uso em sementes de
alface, pois promoveram melhores taxas de germinagdo e 0os hanocompositos
Nao se mostraram toXicos as sementes.
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5

Estudo da composi¢cdo dos Nanocompdositos
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Neste capitulo estdo sintetizados e caracterizados, 0s nanocompositos
gue no estudo prévio (Capitulo 4), ndo se apresentaram toxicidade as sementes
e contribuiram para sua germinacdo. O estudo sistematico das condicfes de
sintese permitiu otimizar e correlacionar a nanoestrutura com 0S

nanocompaoésitos que apresentaram as melhores taxas de germinagéo.

5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Sintese dos nanocompositos

Para sintese dos nanocompasitos, foram utilizados os mesmos reagentes
e procedimentos mencionados no item 4.1.1, variou-se apenas as quantidades

de reagentes que estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantidades de reagentes utilizadas na sintese dos novos

nanocompaositos.

Amostra PEG (30mL) Quitosana (g) Laponita (Q)
P12QO0LO -1,2 - -
P12QO0L09 -1,2 - 0,9
P12Q3L0 -1,2 3,0 :
P12Q3L09 -1,2 3,0 0,9
P12Q45L0 -1,2 4,5 -
P12Q45L09 -1,2 4,5 0,9
P12Q6L0 -1,2 6,0 -
P12Q6L09 -1,2 6,0 0,9
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Para a caracterizacao estrutural de todos os materiais, as amostras foram
secas a temperatura ambiente por 7 dias, a fim de se obter monolitos que foram

macerados até a obtencédo de um po6 fino, como descrito no item 4.1.1.

5.2 Técnicas de caracterizagao

5.2.1 Espectrofotometria de Absorcao na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) de nanocompdsitos

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foi
realizada no Centro de Laboratérios de Quimica Multiusuérios (CLQM) da
Universidade Federal do Sergipe — UFS, Campus Prof. José Aloisio de Campos.
Utilizou-se o espectrofotometro (VARIAN 640-IR), entre a regido de 4000 a 400
cmL. foram preparadas pastilhas das amostras em pé com brometo de potassio
(KBr) como agente dispersante, sob a pressédo de 2,76 MPa, com o auxilio de
uma prensa (Modelo C, Carvel Laboratory Press).

5.2.2 Andlise Termogravimétrica de nanocompasitos

Para o estudo das propriedades térmicas, utilizou-se balanca
termogravimétrica (modelo TGA-51, Shimadzu), sob atmosfera inerte de
Nitrogénio (N), no intervalo da temperatura ambiente até a temperatura de 900
°C com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min para obtencdo das curvas
termogravimétricas (TG) e curvas de derivadas termogravimétricas (DTG). As
analises foram obtidas com a amostra na forma de pé e realizadas no Laboratério
de Estudos de Sistemas Coloidais do Nucleo de Estudos em Sistemas Coloidais

(NUESC) no Instituto de Tecnologia e Pesquisa, Aracaju-SE.
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5.2.3 Comportamento reolégico de nanocompositos

O comportamento reolégico dos materiais foi obtido com os mesmos

parametros e equipamento descritos no item 3.2.3.

5.2.4 Revestimento das sementes

5.2.4.1 Testes empregando Zea mays L.

Tendo em vista que a fitotoxicidade das amostras foi avaliada nos testes
preliminares com sementes de Lactuta Sativa L., nestes testes foram utilizadas
sementes de milho, com a intencdo de avaliar a viabilidade das sementes
tratadas e o efeito desses compostos no processo de germinacao de sementes
e o desenvolvimento de plantulas nos primeiros dias de desenvolvimento. Para
o revestimento, 100 sementes foram colocadas em contato com 10 mL do
nanocompdsito, promoveu-se, entdo, a agitacdo manual. Em seguida, as
sementes foram colocadas em placa de Petri e secas a temperatura ambiente,
esse procedimento foi feito com todas as amostras visando a formacao de filme
de nanocompasito nas sementes.

Para definicdo da temperatura, o tipo de substrato e a avaliacdo da
germinacao, consultou-se as Regras para Andlises de sementes (RAS) do
Ministério da Agricultura e Pecuéria.

Empregou-se 4 repeticdes de 25 sementes tratadas com cada amostra.
As sementes tratadas foram distribuidas em rolo de papel tipo germitest,
umedecido com 2,5 vezes o peso do papel com agua destilada e mantidas em
germinador tipo mangelsdorf a 25°C, com luz continua. No quinto dia realizou-se
a primeira contagem e a Ultima aos sete dias apés a semeadura, computando-

se a porcentagem de plantulas normais [128].
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Para analisar a viabilidade das sementes, foi calculada a porcentagem de
Germinacéo (%G), ao final dos 7 dias, quando a ultima contagem foi realizada e

a porcentagem de plantulas normais foi determinada:
N
%G = — X 100 [128]

Sendo:
% G = porcentagem de germinagao;
N = nimero de sementes germinadas;

A = numero total de sementes colocadas para germinar.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracterizagao estrutural

Do espectro da laponita (Figura 22) pode-se destacar, além da banda
larga na regido de 3.500 cm™ correspondente as vibragées de estiramento dos
grupos OH, de moléculas de agua, quatro bandas mais intensas [76,131]. A
primeira banda, em 1.637 cm! corresponde ao estiramento Si-OH [92,132,133];
em 1.007 cm?, relativo ao estiramento assimétrico de ligacdes Si-O
[30,73,99,100,101]; em 460 cm™ temos as deformacGes angulares das ligacées
Si-O-Si existentes nas folhas tetraédricas da argila [102] e, por fim, na regido de

650 cm tém-se a deformacdo angular da ligacdo MgOH [30,73,99,101].

76



Figura 22. Espectros de FTIR da laponita, quitosana e dos nanocompa@sitos
P12Q0L0, P12Q0L09, P12Q3L0, P12Q3L09, P12Q45L0, P12Q45L09, P12Q6L0

e P12Q6L09.
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A respeito da quitosana, pode-se observar uma banda larga na regido de
3.400-3.200 cm?, referente ao estiramento O-H de moléculas de agua, esta
banda pode derivar também presenca de NH2, ligacbes de hidrogénio, na
quitosana [46,105-107]. Para quitosana ha a banda em 895 cm* correspondente

ao estiramento C-N [105], em 1.026 e 1.100 cm™* tém-se bandas provenientes
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do estiramento C-O de alcool priméario e éter, nessa ordem [38,105]. Foram
observados os estiramentos C-O-C e C-N representados pela banda presente
na regido de 1.150 cm™ [38,105]. Ainda relativo a estiramentos C-N e C-O, tém-
se a banda em 1.380 cm™ [105], em 1.630 cm™ [46,106,107], tém-se o
estiramento N-H da amida primaria; e, em 2.880 cm™ os estiramentos dos
grupos CH e CH2 [46,106].

Para o espectro da amostra P12QOLO, apresentado na Figura 22, é
importante pontuar que essa amostra apresenta apenas PEG e agua, visto que
nao apresenta quitosana ou laponita em sua formulacdo. Consequentemente,
podemos destacar bandas caracteristicas do PEG; na regido de 1.100 cm™?
banda correspondente a deformacéo angular da ligagdo C-O; em 1.250 cm™ a
deformacéo angular da vibracdo C-H no modo balanco; 1.350 cm™ a vibracéo de
deformacdo angular da ligacdo O-H [99]; 1.460 cm™ a deformacdo angular das
ligacdes C-H [99]. Em 2.880 cm™? apresentam-se bandas atribuidas ao
estiramento das ligac6es C-H do grupo alquila [99]; as bandas em 950 e 840 cm-
! respectivamente, correspondem ao estiramento das ligacdes C-C[99]; além da
banda larga na regido de 3.500 cm! equivalente as moléculas de agua, as
demais bandas em geral sdo atribuidas as vibracdes das unidades que se
repetem [50,99,103,104].

Quanto aos nanocompositos, todas as amostras apresentam perfis
similares muito préximos ao espectro obtido para a amostra P12QO0L0. Portanto,
sdo andlogos ao do PEG com as bandas caracteristicas correspondentes a
deformacdo angular da ligacdo C-O (1.100 cm™) e estiramento C-H (1.335 e
2.880 cm™). Todas as amostras apresentam o estiramento O-H de moléculas de
agua [50, 103,104]. As bandas largas na regido de 3.500 cm™, além da presenca

de agua, podem indicar reagdo entre as aminas da quitosana e grupos etoxi do
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PEG, corroborando as interagfes e boa compatibilidade entre a quitosana e o
PEG [50,51,103].

A amostra P12Q0L09, como esperado, apresenta bandas caracteristicas
da argila (tracos pontilhados: aproximadamente 1010, 650 e 450cm,
correspondentes a estiramento assimétrico Si-O; deformacdes angulares Si-O-
Si, deformacéao angular MgOH) e as bandas caracteristicas do PEG [30,73,99-
102]. As amostras P12Q3L0, P12Q3L09, P12Q45L0, P12Q45L09, P12Q6L0 e
P12Q6L09 ndo apresentam a banda na regido de 1.790cm que é encontrada
nas amostras que nao apresentam quitosana (P12Q0L0 e P12QO0L09) e que
foram atribuidas a ligacdo C=0O da quitosana [52], possivelmente como

consequéncia da interacdo entre o PEG e a quitosana [103].

A andlise gravimétrica térmica (TG) e da sua Derivada Termogravimétrica
(DTG) foram obtidas a fim de se investigar a estabilidade térmica das amostras
(Figura 23). A argila apresenta elevada estabilidade térmica com uma perda total
de massa por volta de 25%, na regiao de 62°C que pode ser entendida moléculas

de agua absorvidas pela laponita sendo liberadas [100,108].

Quanto a quitosana, tém-se uma perda total de massa de 78% e
apresenta duas principais etapas de perda de massa (Figura 23), uma na regiao
de 50°C, decorrente da hidroflicidade deste material e correspondente a perda
de agua; e outra etapa a 300°C equivalente degradacao da sua cadeia principal,

desidratacéo e despolimerizacéo de unidades de acetil [109-112].

A amostra P12QOL0 (Figura 23) corresponde ao PEG e mostra a
degradacdo térmica relacionada por pirdlise da cadeia polimérica que ocorre
através das cisdes aleatorias das ligagdes C-C ou C-O, que levam a formacéo
de ésteres formicos de baixo peso molecular [98,113-115], a decomposicéo
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térmica do PEG é finalizada a 400°C com praticamente perda total de massa do
polimero [116].

Figura 23. Curvas de Andlise Termogravimétrica (TG) e Derivada
Termogravimétrica (DTG) da laponita, quitosana e dos nanocompadsitos
P12QO0L0, P12Q0L09, P12Q3L0, P12Q3L09, P12Q45L0, P12Q45L09, P12Q6L0
e P12Q6L09.
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Acerca da amostra P12QO0L09, que apresenta além do PEG a laponita,
tém-se comportamento semelhante. Entretanto, devido a presenca do
argilomineral observou-se uma perda ligeiramente menor de massa,

aproximadamente 92%, e a degradacao ocorreu por volta de 405°C.
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Os nanocompdsitos, apresentam perfis semelhantes com 3 etapas de
perda de massa e as amostras contendo argila (P12Q3L09, P12Q45L09 e
P12Q6L09) apresentaram as menores perdas totais de massa. A primeira etapa
de degradacédo das amostras ocorre por volta de 55°C e corresponde a perda de
moléculas de 4gua. Por sua vez, a segunda etapa de perda de massa ocorre na
regido de 300°C, oriunda da degradacdo da cadeia polimérica da quitosana.
Quanto a terceira etapa que é atribuida a degradacéo térmica do polimero,
comportamento semelhante ao que ocorre na amostra que contém apenas o
PEG como matriz polimérica, e ocorre na regido de 400°C [112]. Os
nanocompasitos, que apresentam a quitosana e argila, com maior valor de perda
total de massa foi 0 P12Q3L0 e P12Q3L09 com 96 e 95%; enquanto as amostras
P12Q6L0 e P12Q6L09 apresentaram o0s menores valores: 89,5 e 87%,
respectivamente. Observa-se, portanto que a quitosana e a laponita podem

melhorar as propriedades térmicas dos nanocompositos.

Buscando investigar o comportamento reoldgico dos materiais frente as
diferentes composi¢des, foram realizados ensaios de varredura de deformagéo
e varredura de frequéncia. Na regido viscoelastica linear (RVL), as amostras
apresentam modulo de armazenamento (G’) constante, desta forma, o
comportamento elastico predomina e as amostras conseguem se recuperar das
deformacgbes aplicadas sem sofrerem danos as suas estruturas, portanto
apresentam comportamento de um sélido elastico. Na Figura 24 é exibido o
modulo de armazenamento (G’) em fung¢ao da taxa de deformacgao para todas
as amostras, incluindo as amostras de quitosana e laponita puras. Como forma
de simplificar a visualizacdo apenas os valores de G’ foram apresentados. Vale,
salientar que todas as amostras apresentaram G’ maior que o moédulo de perda
(G”), implicando em uma predominancia das propriedades elasticas do material
[119,120].
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A partir da Figura 24.A foi observado, com excecao de P12QOLO (fluida),
a RVL das amostras € bem definida. O comportamento de P12QO0LO0 evidenciou
que a quitosana e a argila influenciaram diretamente no comportamento
reologico dos materiais, pois apresentou variagdes nao lineares do G’ em fungao
da variagcéo da taxa de deformacao. Isto é devido ao seu carater liquido viscoso
e consequente escoamento. Esta composicdo pode ser utilizada nos

revestimentos de sementes desde que apresente aderéncia a superficie.

Em relacdo as amostras de Laponita09, Quitosana3, Quitosana45 e
Quitosana6 (Figura 24.A) foi possivel inferir que a quitosana apresentou maior
influéncia que a laponita sobre o G’, pois mostraram maiores valores de G’. Por
outro lado, a amostra com laponita apresentou uma maior RVL. As amostras com
quitosana apresentam valores de RVL de até 4 a 6%, enquanto a com laponita
tem aproximadamente 10% da taxa de deformacdo. Com estes resultados a
quitosana aumentou o grau de reticulacdo, entretanto, com uma capacidade

inferior para suportar maiores taxas de deformacéo do que a laponita.

Os nanocompositos (Figura 24.B) apresentaram perfis semelhantes as
amostras puras. Todas apresentaram valores de G’, sugerindo sistemas

estruturados que se comportam como sélidos elasticos [129,130].
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Figura 24. Ensaio de varredura de deformacao para as amostras da laponita,
Quitosana3, Quitosana45, Quitosana6, P12Q0L0, P12QO0L09, P12Q3LO,
P12Q3L09, P12Q45L0, P12Q45L09, P12Q6L0 e P12Q6L09. Para melhor
visualizacéo, os reogramas foram separados em Figura 24.A correspondente as
amostras puras e a Figura 24.B aos nanocompasitos.
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Aqueles que apresentaram maiores quantidades de quitosana, a exemplo
da amostra P12Q6L09, exibiram maiores valores de G’. Entretanto, a RVL dos
nanocompositos é menor que a das amostras puras (entre 1% e 2,5%). Apoés a
RVL, os modulos de G’ comecam a diminuir a medida que a tensdo aumenta,

atingindo o ponto de tensao critica, indicando a ruptura da rede estrutural [129].

Os ensaios de varredura de frequéncia sdo mostrados nas Figura 25 e 26.
Para as amostras puras, verificou-se que G’ > G” para toda a regiao de
frequéncia, ou seja, sdo caracterizados como sélidos elasticos e pouco fluidos.
Praticamente todas as amostras apresentaram os valores dos modulos
independentes da frequéncia, indicando a presenca de uma estrutura reticular

consolidada.

Figura 25. Ensaio de varredura de frequéncia para as amostras da laponita,
Quitosanag3, Quitosana45, Quitosana6 e P12QO0LO0.
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A amostra P12QO0L0 apresentou dependéncia de G’ com a frequéncia
(Figura 17), assim como a Laponita09 principalmente para valores de frequéncia
angular mais alta (75 rad/s) em que G” € maior que G'. Estes resultados explicam
o carater de liquido viscoso destas amostras, ou seja, apesar de apresentarem
uma estrutura reticular, esta ndo sdo tdo consolidadas como as demais
amostras, o0 que permitem apresentar maior fluidez e escoamento como liquidos
[129].

Na Figura 26 sédo apresentados a variagdo de G’ e G’ em fungéo da
frequéncia para as amostras P12QO0L0, P12QOL09, P12Q3L0, P12Q3L09,
P12Q45L0, P12Q45L09, P12Q6L0 e P12Q6L09.

Figura 26. Ensaio de varredura de frequéncia para as P12Q0L0, P12Q0L09,
P12Q3L0, P12Q3L09, P12Q45L0, P12Q45L09, P12Q6L0 e P12Q6L09.
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Nota-se, pela Figura 26, que G’ e G” dos nanocompaositos independem da
frequéncia, forte indicio de boa reticulacdo e baixa fluidez. Com o aumento da
concentracdo de quitosana houve o aumento de G’ indicando a formagao de uma
maior reticulacdo formada entre as redes poliméricas, o que pode influenciar
significativamente na resisténcia mecanica dos materiais [123].

Vale ressaltar que a presenca de argila juntamente com a quitosana
contribuem para o aumento dos valores de G’ e G”. Isto pode ser explicado pela
possivel interacdo eletrostatica da quitosana catidbnica com as cargas negativas
da argila, formando uma estrutura mais ordenada [85,130].

Os dados alcancados nos testes de frequéncia estdo de acordo com 0s
de deformacéo, com resultados semelhantes para o G’. Desta forma, e por terem
viscosidades razoaveis, 0s materiais podem ser apropriados a aplicacdo em

revestimentos de forma homogénea [116].

5.3.2 Testes de germinacao

Para os testes de germinacéo as sementes de milho foram tratadas com
amostras P12Q0L0, P12Q0L09, P12Q3L0, P12Q3L09, P12Q45L0, P12Q45L09,
P12Q6L0 e P12Q6L09, também foram utilizadas sementes sem nenhum tipo de
tratamento como controle. As imagens das sementes apds 0s tratamentos sao
apresentadas na Figura 27. Sem o uso de lentes ou instrumentos o6pticos,
apenas as amostras P12Q0L0 e P12Q0L09 mostraram um revestimento menos
espesso que pode ser classificado como filme, enquanto os demais podem se

enguadrar no tipo encrustado.
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Figura 27. Sementes de milho tratadas com os nanocompésitos P12QOLO,
P12QO0L09, P12Q3L0, P12Q3L09, P120Q45L0, P12Q45L09, P12Q6LO e
P12Q6L09.
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Os resultados do teste germinacdo com as porcentagens de germinagao
e de plantulas normais de obtidas ao fim do experimento encontram-se na Figura

28.

Figura 28 — Germinagéo (%) com diferentes nanocompaositos no revestimento

de sementes de milho.
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As sementes usadas no controle apresentaram taxa de germinacdo de
83%. Para as amostras P12Q0L0 e P12QO0L09 ocorreu as melhores taxas de

% Germinagao

germinacao, 91 e 95%, respectivamente. As demais amostras apresentam
quitosana em sua formulacéo e suas taxas de germinacao foram inferiores, entre
33 e 69%. Os nanomateriais, em especial as amostras P12Q0L0 e P12QO0L09,
mostraram-se promissores no uso em revestimento de sementes, podendo
contribuir para germinacdo das sementes e desenvolvimento das plantulas de
milho. As imagens de algumas amostras de plantulas obtidas nos experimentos

séo apresentadas na Figura 29.
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Figura 29. Plantulas de milho var. Pé de boi obtidas das sementes
tratadas com nanocompositos contendo variacdes no contetido de quitosana e

laponita.
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Apesar da quitosana apresentar capacidade antifangica, a laponita
mostrou a melhor contribuicdo para a germinacdo e formacdo de plantulas
saudaveis e vigorosas, a quitosana mostrou-se eficiente na melhoria de
germinacdo e desenvolvimento de sementes devido a sua propriedade de
formacao de filmes. No entanto, no caso das amostras P12Q6L0 e P12Q6L09
podemos ter tido a formacdo de um encrustado que nao favoreceu as trocas

gasosas e de agua das sementes o que afetou a sua taxa de germinacéo [127].

Comparando-se os resultados de porcentagem de germinacao obtidos
para a sementes de milho (Figura 29) e as porcentagens obtidas para as
sementes de alface (Figura 21), discutidas no item 4.3.2, nota-se uma diferenca
entre a influéncia da quitosana sobre as sementes. A quitosana mostrou-se
favoravel a germinacdo das sementes de alface, superando valores de
germinacdo do controle, o que nado € visto para as sementes de milho. Na
literatura, o efeito e o mecanismo das nanoparticulas de quitosana na
germinacdo e no crescimento de mudas de trigo (Triticum aestivum L.),
pertencente a mesma familia do milho, foram testadas diferentes concentraces
e tiveram efeito promotor de crescimento em concentracdes de 50ug/mL de
quitosana. Além disso, a aplicacdo induziu a expressao génica relacionada a
auxina, acelerou a biossintese e o transporte do &cido indol-3-acético (IAA) e
reduziu a atividade da IAA oxidase, resultando no aumento da concentragéo de

IAA na parte aérea e nas raizes das plantulas [134].

Entretanto, a diferenca observada nas nossas amostras pode ser
explicada pela variacdo das espécies, na tecnologia de sementes, o uso de
materiais biocompativeis, como a quitosana, tem demonstrado melhorar o
processo de germinacdo e estabelecimento de mudas, conforme verificado em
nesta investigacao. Os tratamentos com quitosana aumentaram a germinacao

em 26% no feijao e 16% no gergelim em comparagdo com o controle; o indice

90



de velocidade de germinacdo apresentou aumento de 61% no feijao e 58% no
gergelim. Os tratamentos com quitosana aumentaram o comprimento da raiz no
feijdo em 77% e no gergelim quatro vezes mais, em comparacdo com 0S
tratamentos controle. Diferentes formas de revestimentos de quitosana
melhoram a germinacao e o estabelecimento das mudas; entretanto, a resposta
ao tipo de cobertura em um determinado estadio de desenvolvimento da muda

dependera da espécie e da cultura [135].

5.4 CONCLUSOES FINAIS

Os materiais obtidos mostraram a interacdo entre argila e polimeros. As
caracteristicas reologicas dos nanocompoésitos mostram que a quitosana
interfere diretamente na deformacédo maxima suportada pelas amostras que em
um sistema bem reticulado e pouco fluido, propicio a aplicacdo como
revestimento de sementes.

As amostras com maiores quantidades de quitosana e laponita mostraram
as melhores propriedades térmicas, o que favorece o enfrentamento do estresse
abidtico. As amostras foram revestidas, em sua maioria no formato encrustado,
com excecao das amostras P12Q0L0 e P12QO0OL09 que também exibiram as
melhores porcentagens de germinacgao (91 e 95%, respectivamente), e, portanto,
foram as mais promissoras para o tratamento com sementes de milho. Em
comparacao com os resultados das sementes de alface, os nanocompdsitos
apresentaram comportamentos diferentes, desta forma, pode-se concluir que os
revestimentos fornecem resultados distintos a depender da cultura ao qual &

aplicado.
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6. PERSPECTIVAS DO TRABALHO

O estudo realizado abre perspectivas para novas investigacoes e
produtos. Concomitante ao revestimento das sementes foram também
produzidas solu¢cdes contendo as amostras de nanocompdsitos, nas quais
sementes de mangaba, foram armazenadas. que sdo recalcitrantes. Sementes
recalcitrantes ndo podem ser dessecadas e armazenadas sob baixas
temperaturas. Desta forma, solugdes que permitam a manutencéo da viabilidade
de tais sementes sao promissoras.

Nesta perspectiva foram realizados pré-testes com tais solucbes e foi
possivel conservar as sementes por 60 dias em refrigeracdo. Além disso, ndo
foram identificados fungos esporulando nas sementes, provavelmente devido a
acao antifungica da quitosana.

Espera-se com este trabalho avancar em estudos da solucdo para
armazenamento de sementes recalcitrantes, como por exemplo café, que existe
uma demanda por produtores de mudas, no estado de Minas Gerais.

Quanto aos revestimentos via filme em sementes na forma de
recobrimento, propde-se o estabelecimento de novos estudos visando a adeséo
homogénea por toda a superficie das sementes.

Existe também perspectivas para novos processos visando o
encapsulamento de sementes de mangaba com os nanocompostos testados em
sementes de milho e alface.

Outra demanda apresentada por empresas de bioinsumos € a obtencdo
de novos nanocompositos e solugdes que permitam a manutencéo da viabilidade

dos microrganismos e que poderao ser novas patentes de processos e produtos.
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Abstract

Chitosan is a renewable natural alkaline polysaccharide, and laponite is a multifunctional nanocomposite. Their use
exists in several areas, mainly due to their non-toxicity and because chitosan is from natural resources. One primary
use in seed coating processes consists of applying an exogenous material to the seeds, which can facilitate handling
and planting. Thus, this study aimed to investigate the most appropriate uses in patented and publications related to
the use of Laponite and Chitosan to access these materials' state of the art to identify perspectives for new research.
One hundred two publications were explored in the scientific databases Scopus (53) and Web of Science (WoS) (79).
Of these, duplicates were removed, totaling 93 articles with publications started in 2006. The number of publications
on chitosan and laponite for the countries with the highest number of corresponding authors was from China (27), Iran
(16), and the United States (15). Brazil also stands out and occupies the fourth position regarding the number of
corresponding authors (7). There were prospected 109 patents, and most of them have been used in medical or
veterinary hygiene, or hygienic devices and methods (A61K), in cosmetics (A61Q). The compilation and analysis of
scientific, technological, and information use carried out in this work has allowed for identifying the new research
perspectives and validated the potential use of chitosan and laponite association as a seed coating.

Keywords: Bibliometrics; Coating; Prospecting; Articles; Patents.

Resumo

Quitosana € um polissacarideo alcalino natural e renovavel, e laponita € um nanocompdsito multifuncional. Seu uso
existe em diversas areas, principalmente devido a sua ndo toxicidade e porque a quitosana é oriunda de recursos
naturais. Um dos principais usos é em processos de revestimento de sementes que consiste em aplicar um material
ex0geno as sementes, que pode ser usado para facilitar o0 manuseio e o plantio. Assim, o objetivo deste estudo foi
investigar os usos mais relevantes em patentes e publica¢des relacionadas ao uso de laponita e quitosana para acessar
o0 estado da arte desses materiais, a fim de identificar perspectivas para novas pesquisas. Foram avaliadas a produgéo
cientifica e intelectual anual. Foram pesquisadas cento e trinta e duas publicagBes nas bases cientificas Scopus (53) e
Web of Science (WoS) (79). Destes, foram retiradas duplicatas, totalizando 93 artigos com publicac@es iniciadas em
2006. O numero de publicagdes sobre quitosana e laponita para os paises com maior ndmero de autores
correspondentes foi da China (27), Ird (16) e Estados Unidos (15). O Brasil também se destaca e ocupa a quarta
posicdo em termos de nimero de autores correspondentes (7). Foram prospectadas 109 patentes, e a maioria delas tem
uso em higiene médica ou veterinaria, ou dispositivos e métodos higiénicos (A61K) e cosméticos (A61Q). A
compilagdo e analise do uso cientifico, tecnoldgico e de informacdo realizado neste trabalho permitiu identificar as
novas perspectivas de pesquisa e validou o uso potencial da associacdo de quitosana e laponita como revestimento de
sementes.

Palavras-chave: Bibliometria; Revestimento; Prospecg¢do; Artigos; Patentes.

Resumen

Quitosano es polisacarido alcalino natural renovable, la laponita es un nanocompuesto multifuncional. Su uso existe
en varios ambitos, principalmente por su no toxicidad y porque el quitosano procede de recursos naturales. Uno de los
principales usos es en procesos de recubrimiento de semillas, aplicacion un material exdgeno a las semillas, lo que
puede facilitar su manipulacion y plantacion. Asi, el objetivo de este estudio fue investigar los usos mas relevantes en
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patentes y publicaciones relacionadas con el uso de la Laponita y Quitosano para acceder al estado del arte destos
materiales, con el fin de identificar perspectivas para nuevas investigaciones. Se evalué la produccién cientifica e
intelectual anual. Se buscaron ciento treinta y dos publicaciones en las bases de datos cientificas Scopus (53) y Web
of Science (WoS) (79). De éstas, se eliminaron los duplicados, totalizando 93 articulos con publicaciones iniciadas en
2006. El numero de publicaciones sobre quitosano y laponita de los paises con mayor nimero de autores
correspondientes fue de China (27), Iran (16) y Estados Unidos (15). Brasil también destaca y ocupa la cuarta
posicién en cuanto al nimero de autores correspondientes (7). Se prospectaron 109 patentes, la mayoria de ellas tiene
uso en la higiene médica o veterinaria, 0 métodos higiénicos (A61K), en los cosméticos (A61Q). La recopilacion y el
analisis del uso cientifico, tecnoldgico y de informacion realizado en este trabajo ha permitido identificar las nuevas
perspectivas de investigacion y validar el uso potencial de la asociacién de quitosano y laponita como recubrimiento
de semillas.

Palabras clave: Bibliometria; Recubrimiento; Prospeccion; Articulos; Patentes.

1. Introduction

Sustainability of products and services has become a compulsory requirement and an essential requirement for
organizations, governments, markets, and society in general. Among the various ways of measuring sustainability developed,
those based on life cycle thinking provide one of the frameworks for assessing the potential impacts of products and services.
Despite sustainability, the life cycle assessment is a prominent available tool—the case of biocomposites built with nature-
based materials harvested in several regions of the globe. So, the research of assessment methods applied to biocomposites
reveals knowledge and information gaps to apply these methodologies (Rodriguez et al., 2020).

The use of laponite and chitosan eco-friendly and commercially is a new challenge to considerer the preconized
bioeconomy aiming for sustainable materials. In this way, agriculture occupies a third of the earth's surface, moving billions of
dollars and generating countless jobs (Rocha et al., 2019) requiring new eco-friendly materials. The growing demand for food,
with several people worldwide, above 925 million, and prospects of reaching two billion by 2050 are new challenges. Another
consideration is the combined features of the climate scenario and conventional practices, which makes it necessary to search
for alternatives and develop new technologies that enable agriculture to meet these premises (Ehsanfar and Modarres-Sanavy,
2005; Ma, 2019; Rocha et al., 2019).

Given this, precision agriculture seeks to improve production, success, and profits, in addition to reducing the use of
agrochemicals and reducing environmental impacts. The weakening of biodiversity and ecosystem productivity, an example of
the replacement of native plants by exotic ones, is a problem that can contribute to the degradation and desertification of areas
and a consequent drop in productivity (Madsen et al., 2016). To avoid a decrease in productivity, developing new technologies
that re-establish the balance for plants and promote better agricultural productivity. However, the main barriers to ecosystem
restoration can be mitigated by seed innovations. These innovations may involve using substances from natural raw materials
and thus substituting synthetic products for natural ones with minimal environmental impact.

Seed coating moves billions of dollars in the agricultural sector and is a technique dominated by the private sector
(Pedrini et al., 2017, 2020). This coating involves applying an exogenous material such as seeds, such as dyes and polymers
that modify their shape and size. In addition, they facilitate the reduction of friction in agricultural machinery used in planting;
but they can also contain biocontrol agents and microorganisms, which protect and improve the maintenance of seed quality
and performance (Cruz et al., 2017; Rocha et al., 2019). Coatings on a large scale began in the 1960s (Sundhoro et al., 2017).
There can be three types of coating: a) in the form of a film, which consists of applying a thin layer of material to the seed husk
without modifying its shape and size, which improves its plantability; b) pelleting, which in turn modifies the size, weight, and
shape of the seeds, making them more uniform, facilitating planting; and c) encrustation, which is intermediate to the other
coatings regarding the modification of weight and thickness of material in the seeds (Pedrini et al., 2017; Ma, 2019; Rocha et
al., 2019).

Growth-stimulating agents also contribute to plant productivity. Markers can be selected (nuclei) or not (fluorescent
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dyes) and allow tracking of batches as to the origin, the seed treatment, facilitate sowing, and make it difficult to counterfeit as
pirates, thus guaranteeing the quality and origin of the seeds in the certification and inspection process. The availability of
nutrients during plant growth is another factor that can be improved with agents related to coating. In this case, they can be
essential micronutrients such as phosphorus (P), potassium (K), copper (Cu), manganese (Mn) and zinc (Zn), other macro and
micronutrients (Farooq et al., 2012; Bindraban et al., 2015). Triticum aestivum seeds coated with polymer enriched with Cu,
Mn, and Zn have greater absorption of nutrients such as nitrogen (N), P, and Cu, in addition to developing more vigorous
grains (Wiatrak, 2013).

Among the possibilities of raw material for use in coatings, chitosan is reported as antifungal agent and in Cynara
escolymus, pea, and grape seeds (Chouhan & Mandal, 2021; Ziani et al., 2010). However, some insulating protectors are
careful because they can harm the environment and the ecosystem. Chitosan is a biopolymer, non-toxic, biodegradable,
versatile, and very abundant. Obtained by the deacetylation of chitin from shrimp and crustacean shells, it is insoluble in water,
limiting its applications. Chitosan has been used without seed coating, among other applications in agriculture (Chouhan &
Mandal, 2021). The use of chitosan in the form of a nano solution has expanded the possibility of its use (Divya et al., 2019; Li
et al., 2019; Qu and Luo, 2020). The capacity of the hydrogel formed by chitosan to adsorb residues was necessary, which
could act in the remediation of toxic compounds (Preethi et al., 2021).

In addition to attenuating abiotic stress on plants, chitosan positively affects seed germination and seedling growth
rates at low temperatures (Li et al., 2019; Qu and Luo, 2020). Chitosan nanocomposites can be chosen when this polymer is
mixed with nanoclays, such as montmorillonite and laponite. Nanomaterials from this combination incorporate improved
mechanical strength, antibacterial activity, and active transport (Qu and Luo, 2020). Chitosan can promote the induction of
enzymes, such as glucanase, polysaccharides, such as chitins. In addition can induce plants to produce phenolic compounds,
terpenoids, proteins, protease inhibitors, lignification, callus deposition, and combinations associated with oxidative make
plants develop defense mechanisms. For this reason, chitosan is used to coat corn, tomato, rice, and wheat seeds, promote rates
of germination, physiological quality, and vigor, in addition to inducing the natural defenses of plants. The use of
agrochemicals combined with chitosan also has promising results (Cruz et al., 2017).

Laponite is a synthetic hectorite belonging to the class of hesmectites, which has the shape of nanometric disks
(Afewerki et al., 2019; Maeda, 2019). Laponite is composed of layers of tetrahedral silica and octahedral sheets of magnesium
oxide, with the chemical formula Na* ®7[(SisMgss, Lio.s) O20(OH)4]7 (Dévila and d 'Avila , 2017). Its discs have a negatively
charged face and positively charged edges, which means that it can form a "card castle" structure around 2% by mass of clay in
an aqueous medium. The suspension of laponite in water becomes a gel (Afewerki et al., 2019; Maeda, 2019). A laponite can
swell, absorbing large amounts of water. In addition, it has high biocompatibility, anisotropic morphology and, a large contact
surface. These characteristics make them suitable for developing nanocomposites and application in various areas of
knowledge (Sheikhi et al., 2018; Afewerki et al., 2019).

With all the properties and benefits, the objective of this work was to search patents and articles that involve the use
of chitosan and laponite and their applications in agriculture, especially in seed treatment. Considering the properties of
chitosan and laponite and the needs of the agricultural industry for materials that can help increase productivity, protection, and
plantability of seeds. In contrast, materials that do not pose risks to the environment and consumers are used. It was noted that

the use of these materials in seed coating is promising.

2. Methodology
This study is descriptive and exploratory with a quantitative approach (Sakamoto & Silveira, 2019). Use bibliometric

analysis of articles contained in the Scopus (http://www.scopus.com) and Web of Science (http://www.webofknowledge.com)
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databases that were prospected in title or abstract of scientific articles. Metadata refers to scientific publications established in
the two databases imported in BibTex format, removed duplicate files, combined as a single dataset, and with the help of R
software version 4.0.2 (R Core Team, 2020) and RStudio version 1.1.463 (Team RStudio, 2016). To perform bibliometric
analysis, statistics and construction of data matrices for bibliographic coupling, co-citation, scientific collaboration analysis;
and keyword analysis, was used in the Bibliometrix package of the R software (Aria & Cuccurullo, 2017) in an interface with
the Biblioshny browser (http: /www.bibliometrix.org). The present research is a meta-analysis, a quantitative method that
combines the information obtained from previous independent studies and, using statistical analysis, performs a critical
analysis of these results (Hernandez et al., 2020). The keywords "chitosan” and "laponite” were defined, and searches were
performed on the Scopus, Web of Science, and The Lens platforms.

2.1 Review procedure

The search for articles published in English in the last 15 years was carried out in April 2021, using Scopus
(http:/lwww.scopus.com) and Web of Science (http://www.webofknowledge.com) and conducted with combinations of the
search terms “chitosan" AND "laponite." We retrieved the abstracts of 95 articles. Articles were selected by evaluating the title
and abstract. The articles were reviewed to ensure that each study met the criteria for quantitative data on chitosan and
laponite. The databases were imported in Bitex format. A meta-analysis was performed using software 4.0.0 (R Core Team,
2020) and RStudio 1.1.463 (RStudio Team, 2016). Bibliographic coupling, co-citation, collaborative analysis, and keywords
were performed for bibliometric analysis and construction of data matrices. The "Bibliometrix" package of the R software was

used for bibliometric analysis to create graphics (Aria and Cuccurullo, 2017). Complementary dataset 1.

2.2 Patents prospection

The prospection of patents was carried out in April 2021 through The Lens platform (https://www.lens.org) which
performs searches in Espacenet databases - European Patent Office, USPTO - United States Patent and Trademark Office
Database, WIPO - World Intellectual Property Organization and IP Australia covering over 95 different jurisdictions, and
providing access to over 100 million patents. A search was performed with “chitosan” and “laponite” used with “AND,” which
these keywords in the title, abstract, and description text of the patents. Data on applicants, inventors, citations, international
patent classifications, geographic and temporal distribution were analyzed. Data from the last 25 years were collected, data in
which there was the first deposit.

3. Results

3.1 Review procedure
One hundred thirty-two publications were searched in the scientific databases Scopus (53) and Web of Science (WoS)
(79). Of these, duplicates were removed, totaling 93 articles with publications started in 2006. The graphs representing the

scientific productions are displayed in Figure 1.
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Figure 1. Annual production of the web of Science (A) and Scopus (B) databases for chitosan and laponite.

Source: Research data.

The number of publications on chitosan and advanced laponite from 2011 to 2020 presented the highest number of
publications. The journal ACS Applied Materials & Interfaces presented the highest number of published articles after
identifying RSC Advances, Applied Clay Science, International Journal of Biological Macromolecules, and Macromolecular
Bioscience. The ACS Applied Materials & Interfaces, RSC Advances, and Applied Clay Science magazine, also the highest
impact factors (Index H), with an ACS being the highest factor (5).
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Figure 2. Collaboration map by country of the web databases of Science (A) and Scopus (B) for chitosan and laponite.
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As for the countries with the highest number of corresponding authors, China with the highest number of authors can be
highlighted (27), Iran (16), and the United States (15). Brazil also stands out and occupies the fourth position regarding the
number of corresponding authors, with seven authors, followed by India with four corresponding authors. Regarding the
institutions with the highest number of publications, Maragheh University (Iran) stands out with the highest number, followed
by Sharif University of Technology (Iran) and Yangzhou University (China). Among the countries that stand out in terms of
collaboration with others, for Web of Science, we can mention: China (8), USA (7), and Iran (3), but Brazil, France, Libya, and
Turkey also collaborated (Figure 2. ONE). For Scopus, the countries with the highest contributions were: China (5), Iran (4),

USA (2). India (1) and Italy (1) (Figure 2. B).
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Figure 3. Scientific production of articles indexed in the web databases of Science (A) and Scopus (B) for chitosan and

laponite, highlighting the most relevant authors per year.
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The most productive author was Mahdavinia G., followed by Shan D., and Wang Y. Graphs A and B of Figure 3
represent the authors' productions over the years for the two databases surveyed: Web of Science (WoS) and Scopus. The size
of the spheres in Figure 3 represents the number of publications, while the color intensity represents the total number of

citations per year by these authors.
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Figure 4. Cloud graphics with the most frequent keywords in the articles present in the Web of Science (A) and Scopus (B)
databases.
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As for the number of citations, China is still in the first place, but the United States surpasses Iran in this regard. Brazil is
surpassed by Portugal and India, being the sixth country with the highest number of citations for the number of citations. The
most used keywords in the forums are “Laponite,” “Chitosan", “Nanocomposite”, “Hydrogels” and “Laponite RD”; the cloud

graphics in Figure 4 indicate the words that appear most frequently.

Figure 5. Structural conceptual map of the most frequent terms in the keywords of the Web of Science database by the MCA

method (A). Dendrogram with two groups with words found in the titles of articles in the Web of Science database (B).
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From the keywords of the articles obtained, the concept maps are still presented, with the most frequent words in the
articles found in the Web of Science database. The multiple correspondence analysis (MCA) method and two co-occurrence
networks were generated, represented in Figure 5. A by the red colors (chitosan, in.vitro, composite, nanoparticles, hydroles,
laponite, osteogenic.differentiation, performance, adsorption, pH, clay, delivery) and blue (behavior, release, montmorillonite).

Through these data, it is possible to know the most studied themes.
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Figure 6. Structural conceptual map of the most frequent terms in the keywords of the Scopus database by the MCA method
(A). Dendrogram with two groups with words found in the titles of articles in the base titles of articles in the Scopus base (B).
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For the Scopus database we also used the keywords of the articles to obtain the co-occurrence networks and the structural
conceptual maps, with the most frequent words, using the multiple correspondence analysis (MCA) method, the data can be
found in Figure 6, in red (chitosan, hydrogels, nanocomposites, scanning. electron.microscopy, laponites, adsorption,
biocompatibility, fourier.transform.infrared.spectroscopy, silicates) and blue (article, drug.delivery.system, chemistry, laponite,

hydrogel, unclassified.drug, priority.journal) again these graphs provide data about the most studied contents.

3.2 Patents prospections
Of the 109 patents prospected that relate chitosan and Laponite, on The Lens platform, 28 are granted patents, and 81 are

patent applications. The number of patients published per year is shown in Figure 7.
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Figure 7. The number of documents containing the terms “chitosan and laponite” over the years.
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The first patent was filed on June 25, 1996. The following patent was filed. From this year, there was an increase in the
number of filings between 2007 and 2008, the peak of patent filings (7). Data from patent filing data, citations, patent families,
type, and the number of patents filed are represented in the scatter plot (Figure 8.A) and bar chart (Figure 8.B).

Figure 8. Scatter plot with the number of citations, patent family and type by filing data (A). Number of patents by type and
year of filing (B).
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The United States stands out with the highest number of patents (55) by jurisdiction, followed by WIPO (31), Australia
(10), Europe (8), and China (5) patents.

Figure 9. Cloud graph referring to the number of documents deposited by the institution.
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LOréal, a French multinational cosmetics company, has the most significant number of deposits, with 14 documents.
Then there is Kimberly Clark Co (10), an American personal care company; Gavish Galilee Bio Applications Ltd, Israel's
technology transfer company (8). Institutions with the highest number of deposits or orders are represented in the cloud graph
in Figure 9. According to the International Patent Classification (IPC) classifications, the heat graph, the closer to the red

coloration, the higher the frequency of patents (Figure 10).

Figure 10. Heat chart with the number of patents according to IPC classification.
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Source: Research data.

Most of the prospected patents aim at the science of medical or veterinary hygiene and deal with preparing medical,
dental, or hygienic devices and methods (A61K), explicitly using cosmetics or similar sanitary preparations (A61Q). Patents
related to physical or chemical processes and apparatus, in general, were also found (B01D); water, wastewater, sewage or
sludge treatment (CO2F); macromolecular compounds result from their preparation or working compositions based on them,
use of inorganic or non-macromolecular organic substances as composition ingredients (CO8K) and for test tests, investigation

or analysis of materials by determining their calls or physics (GO1N). The inventors with the highest number of documents are
11
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Rytwo (10), Govang Patrick J. (8), Rasmussen (8), Schryver Tomas P. (8), Utschig Julie M. (8), Poppe Clayton D. (8).

4. Discussion

In research, obtaining ideas is not enough to have a scientific work and receive a technological innovation without first
knowing the art. What and how innovations are disseminated in the form of patents or scientific articles. The prospecting of
this knowledge that updates on the correct state of the art will be made. Thus, focusing on obtaining innovations associated
with seeds without toxicity levels using chitosan and laponite, this prospection study was carried out. Despite the growing
interest in using these materials, as can be seen by the increase in the number of articles and patents filed each year, articles
with chitosan and a laponite associated with seed coating on the same base were not found. However, these materials can be
used in the coating of foods such as fruits (Wu et al., 2018), manufacture of biosensors (Shan et al., 2010), as biosensors for
detection of phenols (Fan et al., 2007) and L-Lactate, which is an important food freshness and flavor standard (Zanini et al.,
2011), in the adsorption of metals and dyes (Xu et al., 2019) and proteins (Mahdavinia et al., 2018).Most of these materials
were combined for use in the medical field, an example of bioadhesive feeding and controlled drug administration (Gharaie et
al., 2018; Chen et al., 2019; Raut et al., 2019; Nikfarjam and Kokabi, 2020; Rebitski et al., 2020), in the treatment of bleeding
(Gaharwar et al., 2014) and wound treatment (Kiaee et al., 2018), improve cell adhesion and biomineralization (Gaharwar et
al., 2010; Cebe et al., 2020), osteoinducers in bone tissue engineering (Zhang et al., 2020; Arab-Ahmadi et al., 2021). See the
antifungal and antibacterial activities of chitosan and laponite these materials have been reported to regenerate skin and are
promising determinants as curatives (Gonzaga et al., 2020).

Chitosan and laponite were also found in electrochemical applications, such as producing films for hydrogen peroxide
catalysis (Shan et al., 2007). Hybrid chitosan and laponite coating were also applied to reduce fires in flexible polyurethane
foams, widely used in mattresses and upholstery (Nabipour et al., 2020). Laponite not associated with chitosan was used for
encapsulation and controlled release of drugs (Li et al., 2011; Gongalves et al., 2014) and targeted drug release (Chen et al.,
2015). Laponite was also used in adsorption pollutants in water and dyes (Mahdavinia et al., 2012). Chitosan is applied in the
production of coatings, in edible coatings generally intended for coating fruits or grains. Furthermore, many applications are in
the use of antibacterial and antifungal materials (Qu and Luo, 2020). Chitosan has also been used to produce composites for
controlled insulin delivery (Feki et al., 2020).

Most of the articles found for isolated laponite and associated with chitosan also had application in other areas such as
medicine and pharmacology. A patent search was also carried out requiring laponite for seed treatment. There is also a wide
application of materials in the medical and cosmetic area in this search, with the company L'Oréal as one of the largest
depositors. However, works were found that focused on the adsorption of materials and cleaning of wastewater and/or sewage.
Thus, in the prospection based on the research, no articles were found that focus on the application of chitosan and laponite in
material for seed coating, despite their characteristics such as antifungal, antibacterial, nontoxic properties, in addition to their
use in food storage, or no drug transport demonstrating that these materials may have promising use in seed coating. Using
these materials in isolation in the treatment and/or maintenance of the physical and physiological quality of seeds is promising.
Therefore, studies that can associate these two materials with producing a new seed treatment, such as a coating that can

associate properties for protection, hydration, and transporting actives to seeds, are transferred.

5. Conclusion
Considering the economic importance and the perspectives for population growth, the technological development of

the agricultural environment is essential to obtain greater productivity, quality, and safety of the food purchased in an
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economically viable and environmentally sound way. In this aspect, chitosan and laponite, alone, can prove to be prosperous.
However, there are no reports of works that combine the properties of these materials for this property. Thus, the development
of new chitosan/laponite materials for seed treatment is promising, such as developing a clay-polymer coating with the ability

to swell and release actives that can provide moisture and nutrients necessary for plant growth.
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