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RESUMO

Nos ultimos anos, a busca por produtos verdes, de origem natural e biotecnologica
vem crescendo devido aos beneficios promovidos a salde humana e ao meio
ambiente. A substituicdo de materiais sintéticos por naturais e biotecnoldgicos vém
impulsionando o desenvolvimento de novas tecnologias, como o desenvolvimento de
sistemas nanoencapsulados. Atrelado a este propdsito, setor agricola vem buscando
solugbes que auxiliem no aumento da produtividade e reducdo de perdas,
considerando o crescimento populacional, consequente diminuicdo dos territorios
disponiveis para plantio e alteracdes climaticas resultantes das acfes antropicas.
Nesse ambito, visando destacar a valorizacdo de residuos agroindustriais com
potencial aplicacdo como bioestimulante, este trabalho descreve a encapsulacéo do
0leo de semente de goiaba em nanoparticulas lipidicas sélidas, utilizando cera de
abelha como matriz lipidica, sistema nao relatado anteriormente. O sistema resultante
apresentou tamanho médio de particula de 280,59 nm, potencial zeta - 22,4 mV e
EE% 86,52%. O 6leo de semente de goiaba foi caracterizado quanto ao teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. O sistema desempenhou um impacto
positivo no desenvolvimento e estabelecimento inicial de sementes de feijao,
contribuindo para a perspectiva de desenvolvimento da agricultura sustentavel. Além
disso, foi desenvolvido em paralelo, um sistema de nanocapsulas poliméricas a base
de alginato, encapsulando uma mistura de 6leo essencial de melaleuca e 6leo vegetal
de pepino, aplicado como revestimento de frutas e sementes, visando a protecao e
aumento da conservacdo ao longo do tempo. Foi obtido um sistema estavel, com
distribuicdo de tamanho variando entre 200 e 400 nm e boa EE% 85,48 %, que
possibilitou 0 aumento da preservacao das frutas e sementes avaliadas. Os resultados
alcancados neste trabalho demonstraram o potencial associado ao uso de Oleos de
origem vegetal como bioestimulantes e protetores na agricultura, a partir da
encapsulacdo em sistemas verdes e sustentaveis, como prova de conceito. Além
disso, foi destacado o uso de materiais com potencial para contribuir para o
reaproveitamento de residuos agroindustriais e diminuir a geracéo de residuos toxicos

para 0 meio ambiente e para a saude humana.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Agricultura; Nanoparticulas lipidicas sodlidas;
Nanocéapsulas; Oleo de goiaba; Bioestimulantes; Oleo de melaleuca; Oleo de pepino.



ABSTRACT

In recent years, the search for green products of natural and biotechnological origin
has been growing due the benefits promoted to human health and the environment.
The replacement of synthetic materials with natural and biotechnological materials has
been driving the development of new technologies, such as nanoencapsulated
systems. Also, the agricultural sector has been seeking solutions that help increase
productivity and reduce losses, considering growth population, consequent planting
territories decrease and climate changes resulting from human actions. In this context,
aiming to highlight the valorization of agroindustrial waste with potential application as
bioestimulant, this work describes guava seed oil encapsulation in solid lipid
nanoparticles, using beeswax as lipid matrix, system not previously reported. The
chosen system presented 280.59 nm mean particle size, zeta potential -22.4 mV and
EE% 86.52%. Guava seed oil was characterizated as phenolic compounds content
and antioxidant activity. The system was positively impacted the development and
initial establishment of bean seeds, contribute to sustainable agriculture development
perspective. Furthermore, a system of alginate-based polymeric nanocapsules was
developed too, encapsulating a mixture of tea tree essential oil and cucumber
vegetable oil, applied as a coating on fruits and seeds, aiming to protect and increase
shelf life. A stable system was obtained, with size distribution varying between 200 and
400 nm and good encapsulation efficiency (85.48%), which enabled increased
preservation of the fruits and seeds evaluated. The results achieved in this work
demonstrated the potential associated with the use of oils of vegetable origin as
biostimulants and protectors in agriculture, through encapsulation in green and
sustainable systems, as concept proof. Furthermore, the use of materials with the
potential to contribute to the reuse of agro-industrial waste and reduce the generation

of toxic waste for the environment and human health was highlighted.

Keywords: Nanotechnology; Agriculture; Solid lipid nanoparticles; Nanocapsules;

guava oil; Biostimulants; tea tree oil; Cucumber oil.
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INTRODUCAO GERAL

O crescimento acelerado da populacdo mundial e consequente aumento da
demanda por alimentos representam um desafio para a agricultura convencional, que
precisa suprir a cadeia alimentar e a0 mesmo tempo superar 0os problemas que
ameacam a producao, nos dias atuais e a longo prazo (MITTAL, SINGH, et al., 2020).
A Organizacédo das Nacfes Unidas (ONU) estima que em 2050 existirdo cerca de 9,7
bilhdes de habitantes na Terra, 1,7 bilhdes de pessoas a mais do que no ano de 2022,
fato que motiva o desenvolvimento de novas tecnologias que possam contribuir para
0 aumento da produtividade das lavouras (SAATH e FACHINELLO, 2018).

De acordo com Mittal et al. (2020) cerca de um terco das lavouras do planeta
estdo comprometidas por pragas, desastres ambientais, baixa qualidade do solo e
baixa disponibilidade de nutrientes, de modo que, os principais problemas associados
aos fertilizantes e defensivos convencionais estdo relacionados ao seu uso
indiscriminado. O excesso de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) causa
desequilibrios bioguimicos no solo, diminui a microflora e afeta diversos organismos,
além contribuir para a contaminacao de corpos d’agua adjacentes (MITTAL, SINGH,
et al., 2020). Defensivos permanecem no solo por longos periodos, podendo gerar
subprodutos ainda mais nocivos, além de acidificar o solo junto aos fertilizantes. Estas
alteracdes impactam na diminuicdo da populacdo microbiana do solo, composta por
microrganismos benéficos responsaveis, por exemplo, pela conversao do nitrogénio
atmosférico em nitrato. Organismos nado-alvo também podem sofrer com a
pulverizacdo de defensivos, como insetos e animais aquaticos essenciais para a
manutencdo da biodiversidade (BAWEJA, KUMAR e KUMAR, 2020). Além disso, a
saude humana e animal também pode ser prejudicada por meio da exposicao indireta
(agua, contaminacdes, entre outros), por exemplo, o contato com certos defensivos
que podem ocasionar danos ao sistema nervoso (BAWEJA, KUMAR e KUMAR,
2020), dentre muitos outros efeitos nocivos ao organismo animal. E importante
ressaltar, que apesar dos problemas mencionados, o0 uso de fertilizantes e defensivos
garantem a producdo de alimentos em escala global, por isso ndo podem ser
dispensados.

Neste contexto, diversas solu¢des tém sido propostas e aplicadas nas ultimas

décadas visando atender as demandas das culturas em crescimento, como 0s
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avancos na biotecnologia, o desenvolvimento de novas tecnologias para liberacdo de
nutrientes e produtos biolégicos aplicados ao controle pragas. Os avancos nas
tecnologias de entrega de nutrientes, produtos quimicos e medicamentos estdo se
espalhando e ganhando uma posi¢cdo econdmica importante nas principais poténcias
globais (JOGAIAH, SINGH, et al., 2020). Atrelado a este propdsito, nos ultimos anos,
a busca por produtos verdes e/ou de origem natural vem crescendo, devido aos
beneficios promovidos a salude humana e ao meio ambiente. A substituicdo de
materiais sintéticos pelos naturais e biotecnolégicos vém ganhando atencédo e
impulsionando o desenvolvimento e melhoramento de tecnologias e processos de alto
valor agregado, incluindo os avancos em nanotecnologia (SRIVASTAVA e
BHARGAVA, 2020) (THAKUR, PRASAD, et al., 2021).

Mazrou (2019) relatou que materiais de origem natural, como 6leos essenciais
e vegetais, apresentam propriedades bioativas, como atividades antioxidante,
antimicrobiana e composi¢cdes complexas que podem desencadear efeitos
bioestimulantes. No entanto, a aplicacdo destes insumos em produtos € dificultada
devido a propriedades lipofilicas e instabilidades fisicas e quimicas associadas, nesse
contexto, as tecnologias de nanoencapsulacdo surgem como alternativas ideais para
a veiculacao destes materiais (YEH, CHANG, et al., 2011).

Durante anos, a aplicacdo da hanotecnologia na agricultura permaneceu teérica
devido a dificuldade em estudar e mensurar a entrega de nanopatrticulas as células e
tecidos vegetais. Atualmente sabe-se que o sucesso da aplicacdo de nanoparticulas
na planta depende tanto da adesdo e permeacdo nas camadas externas das folhas,
raizes, frutos ou sementes, como da sualocomocdo até o sitio de liberacéo
(ETXEBERRIA, GONZALEZ, et al.,, 2016). Além disso, o conhecimento sobre o
comportamento de nanoparticulas no campo é bastante limitado, pois grande parte
dos estudos relatados foram conduzidos sob condi¢cdes controladas (USMAN,
FAROOQ, et al., 2020).

Nos ultimos anos, os estudos associados ao desenvolvimento e aplicacao de
nanotecnologias na agricultura focaram em nanofertilizantes e nanodefensivos, com
o intuito de melhorar a saude do solo, diminuir a geracdo de residuos e as doses
associadas aos fertilizantes convencionais, aumentar a produtividade e diminuir o uso
de agua (VIJAYAKUMAR, SURENDHAR, et al., 2022). Estes estudos elucidam
diferentes possibilidades de aplicacdo de classes distintas de nanoparticulas (como
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nanocapsulas, nanoparticulas metalicas, carbon-dots e nanoparticulas lipidicas) em

momentos distintos do desenvolvimento das culturas, como mostra a figura 1.

Figura 1 - Tipos de nanoparticulas com potencial aplicacdo na agricultura e possibilidades de
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Fonte: Adaptado de Vijayakumar et al. (2022).

Nas ultimas décadas a nanotecnologia vem se tornando um dos campos de
pesquisa mais promissores (JAFARI, 2017). A possibilidade de modulagcdo das
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas impactam no aprimoramento do
desempenho dos nanomateriais em relacdo aos seus equivalentes em massa
(JEEVANANDAM, BARHOUM, et al., 2018). De acordo com Kumar e Kumbhat (2016),

a nanotecnologia engloba diferentes tipos de materiais, cujos tamanhos podem variar
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de 1 a 1000 nm, abrangendo 4 classes principais: nanomateriais a base de carbono,
nanomateriais de base inorganica, nanomateriais baseados em compdsitos e
nanomateriais de base organica (objetos deste estudo). A nanoencapsulacéo contribui
para a protecdo de compostos principios ativos contra fatores ambientais adversos,
promovendo sua entrega segura até o alvo, favorecendo sua liberacdo controlada
(ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Em outras palavras, o termo “nanoencapsular”
refere-se ao empacotamento ou revestimento do principio ativo em nanoescala, por
meio da incorporagao, dispersao ou absorcdo em matrizes adequadas, originando
vesiculas de tamanho nanométrico (TAYLOR, WEISS, et al., 2007). Sistemas a base
de polimeros biodegradaveis e lipidios sédo frequentemente utilizados como matrizes
de encapsulacdo. Matrizes lipidicas sdo precursoras de nanoemulsdes,
nanoparticulas lipidicas sélidas, carreadores lipidicos nanoestruturados e
nanolipossomas. Enquanto polimeros podem ser aplicados na producdo de
nanocapsulas e nanoesferas, sistemas amplamente abordados pela literatura
(ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).

Os métodos associados a obtencéo de sistemas nanoencapsulados baseiam-
se nos conceitos de top-down e bottom-up, correlacionados com a energia empregada
na diminuicdo do tamanho e modelagem da nanoestrutura, de modo que a primeira
abordagem carece de alta energia, enquanto na segunda, 0os nanomateriais séo
originados pela automontagem das moléculas em solucdo (baixa energia),
influenciados por fatores como pH, forca ibnica, concentracdo e temperatura
(AUGUSTIN e SANGUANSRI, 2009) (ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Estas
abordagens envolvem métodos de emulsificacdo e evaporacao por emulsificacdo em
solvente (top-down) e técnicas utilizando fluido supercritico, nanoprecipitacéo,
coacervacdo e complexacdo (bottom-up), que podem ser aplicadas na
nanoencapsulacdo de compostos hidrofilicos e lipofilicos, a depender da matriz e
demais constituintes do sistema (MISHRA , BPHARM e MPHARM, 2010).

A nanoencapsulacao de principios ativos lipofilicos, abordados neste estudo,
obedece aos principios basicos associados a formacédo de emulsdes, descritos por
Tadros (2013), que abrangem sistemas coloidais dispersos que consistem em dois
liquidos imisciveis, estabilizados por agentes emulsificantes (tensoativos, polimeros,
sélidos finamente divididos ou combinacdes), classificadas de acordo com a estrutura

do sistema ou a natureza do emulsionante.



19

Tensoativos séo classificados como moléculas anfifilicas, constituidas por uma
fracdo hidrofilica e outra hidrofébica, capazes de sofrer automontagem, originando
agregados como micelas e vesiculas, acima de sua concentracdo micelar critica
(KROLL, BENKE, et al., 2022). S&o classificados, de acordo com a natureza da fragao
hidrofilica, em anidnicos, catidnicos, ndo-iénicos e anfotéricos (TADROS, 2013). O
tensoativo diminui a tensao interfacial, impactando na diminuicdo do tamanho de
particula e estabilizagdo do sistema (SCHRAMM, 2014). De modo que, a
automontagem em solucdo depende da formacdo de micelas, nas quais a fragao
hidrofébica do tensoativo interage com o principio ativo hidrofébico e a fracéo
hidrofilica volta-se para 0 meio aquoso, como resultado da busca por ambientes
energeticamente favoraveis (SCHRAMM, 2014). Portanto, fica evidente que a escolha
do tensoativo, independente do nanossistema almejado, € essencial para o alcance
da automontagem e eficiéncia do sistema.

A caracterizacdo dos sistemas nanoencapsulados é fundamental para a
compreensao das propriedades fisico-quimicas alcangadas, avaliagédo da estabilidade
e estudo da dindmica de aplicacdo. Diversas técnicas sdo aplicadas na caracterizacéo
de nanomateriais, considerando o tipo de nanoparticula e composi¢cdo. Dentre as
técnicas mais abrangentes, a determinacdo do tamanho de particula, morfologia de
superficie, potencial zeta e indice de polidispersédo destacam-se (PRASAD, PRASAD,
et al., 2024). A distribuicdo de tamanho de particulas pode ser avaliada pelas técnicas
de espalhamento de luz dinamico (DLS) e microscopias eletronicas de varredura
(MEV) ou transmisséo (MET). A medida de DLS baseia-se no movimento browniano
de nanoparticulas em solugéo, que a partir da relacéo de Stokes-Einsten, possibilita a
identificacdo gréfica da distribuicio de tamanho e populacdes existentes
(NOBBMANN, CONNAH, et al., 2007). Na MEV, a imagem é gerada a partir de uma
série de sinais oriundos da aplicacdo de um feixe de elétrons sobre a amostra que,
apos atingi-la, é difratado em diferentes regides. Enquanto a MET €& baseada no
comprimento de onda de de Broglie, que direciona a resolucdo maxima decorrente da
penetragdo de um feixe de elétrons na amostra. Comparativamente, a MEV varre a
superficie da amostra, enquanto a MET gera a imagem a partir da penetracdo de
elétrons através da amostra (ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). O indice de
polidispersao (PDI) € uma analise complementar ao DLS, que descreve o grau de nao
uniformidade da distribuicdo de tamanho de particulas, ou seja, infere a
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heterogeneidade do sistema, de modo que valores menores que 0,05 descrevem
sistemas altamente monodispersos (homogéneos), ao passo que valores maiores que
0,7 indicam sistemas heterogéneos, que podem ser associados a baixa eficiéncia do
método de encapsulacdo empregado (DANAEI, DEHGHANKHOLD, et al., 2018).
Segundo Mishra et al. (2018), o potencial zeta consiste em uma estimativa da carga
de superficie que as nanoparticulas adquirem na dispersdo, de modo que o valor
resultante depende da composigcao e, consequentemente, do meio no qual o sistema
nanoparticulado estéa disperso. O potencial zeta é resultado das interagfes particula-
particula, como mostrado pela figura 2, e impacta diretamente na estabilidade do
sistema, além disso possui correlacédo direta com o tensoativo e a matriz (MISHRA,
KULDEEP, et al., 2018).

Figura 2 - Impacto do potencial zeta nas interacdes particula — particula

020 @29
Sfe==aif
O O Fosleseenee Q Q Eétabilizag:éo estérica
Potencial zeta << zero Potencial zeta >> zero
2o e e S 020
Q g ee g oo % % g
Qc ~ Qe Qo Oo OO o9

Estabilizagao eletrostatica Estabilizagao eletrostatica

Fonte: Adaptado de Mishra et al. (2018).

Considerando que os trabalhos que envolvem a encapsulacdo de principios
ativos voltados para a agricultura limitam-se aos agroquimicos e fertilizantes, esta
proposta abrange nanossistemas nao relatados anteriormente, considerando a baixa
exploracdo dos 6leos vegetais e essenciais como bioestimulantes e biodefensivos.
Ambos os sistemas foram gerados por métodos simples, verdes e sustentaveis,
formados a partir da automontagem das moléculas em solugcdo. Além disso, os
sistemas desenvolvidos possibilitam a incorporacdo dos oleos em formulagdes

aguosas, que é dificultada devido ao carater lipofilico dos oleos.
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O Capitulo 1 descreve a nanoencapsulacdo do 6leo vegetal de goiaba em
nanoparticulas lipidicas solidas, com potencial bioestimulante, destacando a
oportunidade de exploracdo de residuos agroindustriais. O Capitulo 2 aborda a
nanoencapsulacdo da mistura de 6leos de melaleuca e pepino em nanocépsulas
poliméricas, com potencial aplicacdo na protecao de frutas e sementes.

Nesse ambito, este trabalho visa corroborar com os estudos voltados para a
compreensao, producéo e aplicagdo de sistemas nanoestruturados na agricultura por
meio do desenvolvimento de sistemas a base de polimeros e materiais de origem
natural e biotecnolégica, capazes de carrear substancias ativas com efeito protetor e
bioestimulante, pouco explorados pela literatura, com o intuito de contribuir para a
sustentabilidade dos sistemas agricolas e garantir seguranca alimentar. Além disso,
este trabalho busca motivar o desenvolvimento de novos trabalhos que explorem

aplicacoes agricolas, a partir da apresentacdo de provas de conceito.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consistiu em desenvolver sistemas nanoestruturados a

partir de matrizes naturais e biotecnoldgicas com foco na encapsulacédo de 6leos de

origem natural e demonstrar o potencial da aplicacdo destes sistemas na agricultura,

a partir de provas de conceito.

Para alcancar o objetivo geral, foram propostas as seguintes metas:

Compreender os parametros que influenciam na formacdo de nanoparticulas
lipidicas solidas;

Compreender os parametros que influenciam na formacdo de nanocapsulas
poliméricas;

Desenvolver e caracterizar um sistema estavel de nanoparticulas lipidicas
sélidas capaz de encapsular o 6leo vegetal de goiaba;

Desenvolver e caracterizar um sistema estavel de nanocapsulas poliméricas
capaz de encapsular mistura de 6leo essencial de melaleuca e 6leo vegetal de
pepino;

Avaliar o potencial bioestimulante das nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
Oleo de goiaba no desenvolvimento de sementes de feijao (prova de conceito);
Avaliar o potencial protetor das nanocapsulas poliméricas contendo 6leo de
melaleuca e 6leo de pepino na protecdo e aumento da conservacgao de frutas

e sementes (prova de conceito).
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CAPITULO 1 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS CONTENDO OLEO DE
SEMENTE DE GOIABA COM POTENCIAL BIOESTIMULANTE

1. Introducéo

1.1. Bioestimulantes

Bioestimulantes sdo definidos como quaisquer substancias ou microrganismos
capazes de aumentar a eficiéncia nutricional, a toleréncia ao estresse abibtico e a
qualidade da cultura, independentemente de seu teor de nutrientes (CALVO, NELSON
e KLOEPPER, 2014). Jardin (2015) descreveu a elucidacéo e aplicacédo de diferentes
classes de bioestimulantes, como extratos de algas, substancias humicas, polimeros
naturais e microrganismos benéficos. Devido a diversidade de insumos que se
enquadram nessa classificacao, a definicdo do termo ainda € alvo de discussées pela
comunidade cientifica. O Conselho Europeu da Industria de Bioestimulantes (EBIC),

orgao de grande relevancia neste mercado, define que:

Os bioestimulantes vegetais contém substancias e/ou
microrganismos cuja funcdo é estimular processos naturais que
aumentem e/ou beneficiem a absor¢cdo de nutrientes, a eficiéncia de
nutrientes, a tolerancia ao estresse abidtico e a qualidade da cultura.
Considerando que ndo possuem acao direta contra pragas, também néo
se enquadram nas regulamentacdes voltadas para pesticidas (CALVO,
NELSON e KLOEPPER, 2014).

Pannacci et al. (2022) relataram que a maioria dos estudos sobre
bioestimulantes focam no efeito sob o crescimento da planta, enquanto poucos
estudos abordam os efeitos na germinacao de sementes e no estabelecimento inicial.
Este trabalho avaliou o potencial bioestimulante do extrato de artemisia (Artemisia
vulgaris L.) na germinacdo e crescimento de diferentes vegetais (cenoura, tomate,
cebola, alface, colza e couve-flor), aplicando doses entre 0,2 e 12,5 % m/v. Os
resultados mostraram que o extrato de artemisia ocasionou incrementos de 70,0 %
na germinacéo das sementes de cenoura e 11,0 % nas sementes de colza, entretanto

ndo impactou na germinacdo das sementes de tomate, cebola e alface, além de
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ocasionar a inibicdo da germinacao da couve-flor. Também foi observado um aumento
do hipocatilo em todas as culturas, com excecéo de cebola e cenoura, e a inibicdo do
crescimento das raizes, exceto em colza, cujas raizes apresentaram um crescimento
30,0 % superior ao controle. Desse modo, foi concluido que o extrato de artemisia foi
benéfico para culturas e partes especificas da planta (PANNACCI, BARATTA, et al.,
2022).

Chrysargyris et al. (2020) testaram uma combina¢do de 6leos essenciais de
alecrim e eucalipto como bioestimulante na cultura do tomate a partir da avaliacao de
parametros fisiolégicos, produtividade, qualidade e atividade enzimatica. A aplicacao
Gnica do produto, na dose de 2,0 %, aumentou 19 vezes a altura do tomateiro, a
condutancia estomatica e o teor de clorofila em relacdo ao controle, além disso, houve
uma reducéo de 27,3 % do indice de danos foliares em relacdo ao controle. Por outro
lado, 3 aplicacbes subsequentes (a cada 20 dias) ocasionaram uma maior
porcentagem de rachaduras nos frutos, em comparacdo ao controle
(CHRYSARGYRIS, CHARALAMBOUS, et al., 2020).

Taha et al. (2019) avaliaram a eficiéncia da aplicacao foliar de 1,0 g/L de extrato
de gréo de pdlen em manjericdo (Ocimum basilicum L.), considerando condicdes de
irrigacdo normal e déficit hidrico. Foi constatado que a aplicacdo do extrato de gréao
de pdlen nas plantas sob estresse aumentou o crescimento e os teores de O6leos
essenciais, pigmentos fotossintéticos presentes nas folhas, acucares, prolina livre e
acido ascoérbico. Também foi observado o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e do teor relativo de agua. Estes resultados mostraram que o extrato de
grao de podlen poderia ser empregado no cultivo de plantas sob condi¢des normais ou
de estresse hidrico, em substituicdo aos reguladores de crescimento sintéticos (TAHA,
ALHARBY, et al., 2019).

Donno et al. (2013) testaram o efeito bioestimulante de um extrato a base de
sementes de colza, macd e residuos de casca de arroz na cultura do kiwi e
observaram o aumento da massa dos frutos, devido ao consideravel teor de
giberelinas, citocininas e auxinas, presentes nas sementes de maca. Os residuos de
arroz e colza contribuiram com seus elevados teores de proteinas, aminoacidos e
minerais (DONNO, MELLANO, et al., 2013).

Colla et al. (2014) avaliaram a agao bioestimulante de um hidrolisado proteico,
derivado de residuos de ervilha e tomate, na cultura do milho, por meio de testes
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laboratoriais e em casa de vegetacdo mediante a avaliacdo da atividade hormonal,
absorcdo de nitrogénio e estimulo do crescimento. Foi demonstrado que o extrato
promoveu efeitos similares a aplicacdo exdgena de auxina e giberelina, absorcéo de
nitrogénio mais eficiente e melhor desempenho da cultura. A alta absorcéo de
nitrogénio foi justificada pelo incremento do sistema radicular e otimizacdo do
processo de assimilacdo de N, por isso 0s autores concluiram que o extrato poderia
auxiliar na reducéo do uso de fertilizantes nitrogenados (COLLA, ROUPHAEL, et al.,
2014).

Mazrou (2019) testou em folhas de coentro doses de 50,0; 100,0; 200,0; e 300,0
g/L de extrato de folha de moringa. O tratamento com extrato de moringa aumentou o
teor de O6leo volatli do coentro, promovendo maiores acumulos dos
componentes Limoneno, R-Cymene e Linalool. Além disso, houve um aumento das
concentracbes de potassio, fosforo, nitrogénio e aclcares totais. As evidéncias
mostraram uma superioridade das amostras tratadas com 200,0 g¢/L, que foi
considerada a dose mais promissora (MAZROU, 2019).

Diante do exposto, fica evidente que as aplicacdes associadas aos bioestimulantes
sdo abrangentes, no entanto, a aplicacdo de 6leos vegetais ainda é pouco explorada.
Além disso, o estresse abiotico, causado por fatores ambientais, como o déficit hidrico,
consiste na principal causa de perdas de rendimento, que variam de 50,0 a 80,0 %,

dependendo da cultura e da localizacdo geogréfica (ZHANG , LI e ZHU, 2018).

1.2. Residuos agroindustriais com potencial bioestimulante

O crescimento acelerado da populac¢do também impactou no aumento da producéo
global de residuos sélidos, oriundos de processos industriais, agricolas e da
construcéo civil. Peng et. al (2023) estimaram que no ano de 2030 serdo produzidos
cerca de 2,59 milhdes de toneladas de residuos sélidos, fato que vem motivando o
desenvolvimento de novas tecnologias que permitam O reaproveitamento destes
materiais.

Majee et al. (2023) avaliaram uma combinacgéo de residuos sélidos (colageno de
couro wet blue, farinha de ossos e cinzas de cascas de arroz) como fontes de NPK no
crescimento da cultura do pimentéo, classificando a mistura como fertilizante bio-
organico. Bhuimbar e Dandge (2023) testaram um hidrolisado de residuos do

processamento de pescados como promotores de crescimento de Vigna unguiculata
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(ervilha de vaca) e Capsicum annum (pimenta) e observaram incrementos no
comprimento das raizes, parte aérea, numero de folhas e frutos, bem como o aumento
do teor de clorofila, em relacdo ao controle. Os resultados promissores indicaram que
a producéo de biofertilizantes a partir de residuos da pesca pode ser uma abordagem
eficiente, inovadora e ecoldgica, com potencial para substituir e/ou minimizar o uso de
fertilizantes quimicos (BHUIMBAR e DANDGE, 2023).

Gupta et al. (2023) abordaram o potencial de hidrolisados, produzidos a partir da
biomassa de penas de aves, como fonte de N, em substituicdo as fontes inorganicas,
destacando que esta classe de residuos, obtidos a partir do processamento
enzimatico ou microbiano das penas, é fonte de peptideos, aminoacidos e proteinas
soluveis que estimulam o crescimento microbiano na rizosfera, otimizando a absorgéo
e 0 uso de nutrientes do solo.

Lim e Matu (2015) desenvolveram um método de fermentacdo em estado sdlido,
simples e de baixo custo para a producdo de biofertilizantes a partir de residuos
agricolas de mamao, abacaxi, melancia, banana e laranja, e obtiveram um aumento
no rendimento na producao de hortalicas.

Prasad e Azeemoddin (1994) afirmaram que aplicacdo de 6leos vegetais pode ser
promissora, considerando os altos volumes de residuos descartados por industrias
alimenticias, e o alto teor de compostos bioativos associados. Galanakis (2019)
relatou que a industria de sucos descarta cerca de 20,0 a 60,0 % da massa de frutas
que entra no processo como residuo, sendo que até 2016, a producdo mundial de
goiaba aproximava-se de 46,5 milhdes de toneladas, fato que intensifica a
necessidade da busca por novas aplicacdes para estes residuos. Estes bioprodutos,
incluindo sementes, sdo fontes de antioxidantes, polifendis, carotendides, proteinas e
outros compostos bioativos, com potencial aplicagdo como bioestimulantes
(RAMADAN, 2019) (KAPOOR, GANDHI , et al., 2020).

O Oleo da semente de goiaba, extraido das sementes dos frutos de Psidium
guajava L., arvore nativa da América do Sul, é rico em acido linoleico e antioxidantes,
como o licopeno, um carotenoide vermelho que possui alta capacidade antioxidante,
com potencial atuacdo no combate a estresses abidticos (PROMMABAN, UTAMA-
ANG, et al., 2019) (PRASAD e AZEEMODDIN, 1994). Embora a composi¢ao quimica
do 6leo de semente de goiaba tenha sido elucidada por Gualberto et al. (2021), Kapoor
et al. (2020), Prommaban et al. (2019), Prommaban et al. (2020), Prasad e
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Azeemoddin (1994) e Arain et al. (2017), ndo foram encontrados trabalhos que
envolvam a aplicacao deste 6leo vegetal como bioestimulante. Arain et al. (2017), a
partir de andlises de espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
MS), elucidaram a presenca de acidos graxos saturados e insaturados, como acidos
estearico, miristico e palmitico. Prommaban et al. (2020), por meio de um estudo
fitoquimico, verificou a presenca de compostos fendlicos, como &cido clorogénico, e
fitoesterdis, além de demonstrar a capacidade de eliminacdo de radicais livres em
culturas celulares hepaticas, dependente do aumento da concentracdo do 6leo de
semente de goiaba. No entanto, a incorporacdo deste 6leo em formulacfes aquosas
é dificultada devido ao seu carater lipofilico (KAPOOR, GANDHI, et al., 2020). Assim,
acredita-se a encapsulacdo em sistemas lipidicos possa favorecer a absorgéo do 6leo
de goiaba, considerando a estrutura lipofilica das folhas e sementes vegetais, além
de fornecer um meio de encapsulacdo promissor considerando a interacdo entre o
Oleo de goiaba (lipofilico) e a matriz lipidica do sistema, capaz de viabilizar a insercao
do 6leo vegetal em formula¢gdes aquosas.

De acordo com Jiménez-Arias et al. (2022), os trabalhos que envolvem a
encapsulacdo de principios ativos voltados para a agricultura, aplicam-se aos
agroquimicos e fertilizantes, sendo que a encapsulacdo de bioestimulantes € pouco
explorada. O estudo da encapsulacdo de bioestimulantes é promissor devido a
facilidade de degradacdo destes materiais no campo, que demanda aplicacoes
frequentes e, consequentemente, encarece o0 produto (JIMENEZ-ARIAS,
HERNANDIZ, et al., 2022). Nesse ambito, a principal vantagem associada a este tipo
de encapsulamento esta associada a protecdo contra a degradacdao, liberacdo lenta
do principio ativo e a possibilidade de insercdo do material em produtos aquosos
(SAMOATHKUMAR, TAN e LOO, 2022).

1.3. Nanoparticulas lipidicas soélidas

A introducdo de carreadores nanoestruturados no mercado de farmacos foi
estabelecida por volta dos anos 50, com os estudos aplicados ao desenvolvimento de
nanoemulsdes do tipo 0leo em agua. A partir de entdo, outros sistemas, como
lipossomas, micro e nanoparticulas poliméricas foram descritos (WEBER, ZIMMER e

PARDEIKE , 2014). No entanto, até os anos 2000, apesar do grande namero de
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pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de nanotecnologias, insegurancas
associadas as dificuldades no escalonamento, citotoxicidade dos polimeros
empregados como matrizes e assuntos regulatérios, dificultaram a insercdo de
produtos no mercado (MEHNER e MADER, 2001).

No inicio dos anos 90, o aparecimento de novos sistemas, denominados
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), despertaram o interesse da comunidade
cientifica, pois foram descritas como carreadores alternativos aos sistemas coloidais
tradicionais, como emuls@es, lipossomas, micro e nanoparticulas poliméricas (HOU,
XIE, et al.,, 2003). A proposta das NLS é baseada na combinacdo de vantagens
associadas aos sistemas tradicionais e minimizacdo das desvantagens (MULLER,
MADER e GOHLA, 2000).

A classe das NLS engloba sistemas coloidais, cujo tamanho varia 10 a 1000 nm,
compostos por lipidios sélidos a temperatura ambiente e estabilizados por tensoativos
dispersos em solucéo aquosa. Este conjunto de caracteristicas torna a aplicacao de
NLS promissora na prote¢éo e entrega de materiais bioativos lipofilicos, como 6leos
vegetais e essenciais (SHIRVANI, GOLI, et al., 2022).

Considerando a encapsulacdo de 6leos vegetais (lipidio liquido), o sistema
resultante também pode ser denominado carreador lipidico nanoestruturado (NLC), a
depender da proporcao de lipidios sélidos e liqguidos empregados. Os NLC fazem
parte da segunda geracdo de NLS e consistem em uma mistura binaria de lipidios
distintos (lipidio sélido + lipidio liquido), devido a esta composicéo ocorre a formacgéao
de uma estrutura cristalina menos ordenada, capaz de superar as limitacbes
associadas as NLS. Este tipo de sistema fornece uma maior capacidade de carga,
alta estabilidade fisico-quimica e modulacdo da liberagdo do principio ativo
encapsulado (WEBER, ZIMMER e PARDEIKE , 2014).

Existem métodos bem estabelecidos para a producao de carreadores lipidicos, que
apresentam baixo custo, nao utilizam solventes organicos e possibilitam o
balanceamento de diferentes parametros que influenciam na composicdo e
propriedades do sistema, permitindo que as formulacbes sejam customizadas
(HANGARGEKAR, MOHANTY, e JAIN, 2021). Soleimanian et al. (2018) relataram que
acidos graxos, esterois, ceras, triglicerideos ou glicosideos parciais sao
frequentemente utilizados como matriz lipidica, estabilizadas por tensoativos de

carater hidrofilico, como poloxameros, polissorbatos e lecitinas.
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Segundo Shah et al. (2015) e Hou et al. (2013) o método de preparo das NLS é
fundamental para o alcance de propriedades de interesse, como distribuicdo de
tamanho de particula e estabilidade, em funcdo disso € fundamental compreender e
avaliar os parametros que impactam na eficiéncia e estabilidade do sistema, como o
tipo de tensoativo, interacdo entre o tensoativo e o0 0leo, velocidade de agitacdo e
temperatura de resfriamento.

Lim e Kim (2002) verificaram que o tamanho médio do sistema de NLS,
encapsulando o acido trans-retindico, poderia ser reduzido a partir do aumento da
concentracdo da mistura de tensoativos tween-80 e lecitina. Karn-orachai et al. (2016)
estudaram o efeito de tensoativos catidnicos, anidnicos e ndo-ibnicos na formacéo de
NLS compostas por compritol, encapsulando a droga modelo y-orizanol. Foi verificado
que o tensoativo influencia no tamanho de particula e que a mistura de tensoativos
resultou sistemas mais estaveis, comparados ao uso de tensoativos isolados, devido
aos efeitos sinérgicos associados as cargas, efeitos de emparelhamento dos
tensoativos catibnico e anionico e ao volume do tensoativo n&o-ibnico (KARN-
ORACHAI , SMITH, et al., 2015).

Mueller et al. (2000) descreveram que o método de resfriamento, que ocasiona a
cristalizacdo das NLS, influencia no alcance de um sistema estavel, que depende da
morfologia e da composicao lipidica, de modo que podem ser originados diferentes
formas polimérficas e conformacdes moleculares. Mueller et al. (2000) também
relataram que a utilizacao lipidios puros acarreta a formacgéo de estruturas cristalinas
(altamente organizadas), dificultando a formacdo de defeitos na estrutura e
impactando negativamente na encapsulacdo dos principios ativos. Por outro lado,
misturas de lipidios permitem a formacao de reservatérios (defeitos), que possibilitam
0 armazenamento de principios ativos lipofilicos, como mostrado pela figura 3. Por
este motivo optou-se por utilizar a cera de abelha, classificada como mistura
complexa, composta por mais de 300 substancias, dentre elas hidrocarbonetos,
acidos graxos livres, ésteres de acidos graxos, alcoois graxos, diésteres e substancias
exégenas (TULLOCH , 1970) (MULLER, MADER e GOHLA, 2000) (HELGASON,
AWAD, et al., 2009).
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Figura 3 - Estrutura genérica para nanoparticulas lipidicas soélidas
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Fonte: Adaptado de Hangargekar et al. (2021) e Weber et al. (2014).

Jiménez-Arias et al. (2022) sugeriram que novos materiais precisam ser
explorados na encapsulacdo de insumos agricolas, além dos polimeros comuns
(quitosana, alginato, carragena e goma xantana), com o intuito de melhorar as
propriedades e a durabilidade dos principios ativos em condi¢cdes de campo.

A cera de abelha representa uma matriz lipidica interessante, pois é composta por
uma mistura de ésteres de alta massa molar, pouco explorada no desenvolvimento de
sistemas nanoparticulados, que pode ser utilizada como encontrada na natureza, sem
purificacdo ou modificagdo quimica (MORGAN, TOWNLEY, et al., 2013). Esta cera
apresenta temperatura de fusdo média (65°C) inferior a de ceras vegetais, como ceras
de carnauba (82°C), candelila (73°C) e arroz (85°C), fato que pode ser visto como
uma propriedade nobre para aplicagdo em NLS, considerando a encapsulacdo de
insuMos sensiveis a temperatura, como 0leos essenciais e vegetais (BAWEJA,
KUMAR e KUMAR, 2020).

Soleimanian et al. (2018) desenvolveram um sistema de NLC a base de cera de
abelha e propolis, visando a encapsulacao do 6leo de roma, a partir da proposicao de

um design experimental que envolveu o estudo da influéncia da composicao lipidica,
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concentracdo da mistura de tensoativos e variacdo do teor de Oleo de roma. Foi
verificado, por meio de uma avaliacdo estatistica, que as variaveis avaliadas
desempenham efeitos significativos nas propriedades fisicas das NLS
(SOLEIMANIAN , GOLI , et al., 2018).

Muller et al. (2000) discorreram sobre a importancia da caracterizacéo fisico-
quimica e monitoramento das propriedades ao longo do tempo, e consequente
impacto no controle de qualidade e determinacdo do prazo de validade do produto.
Kathe et al. (2014) ressaltaram que a complexidade dos sistemas NLS torna sua
caracterizacdo desafiadora, por isso os métodos empregados devem envolver
parametros associados ao desempenho do sistema de NLS.

As principais técnicas que envolvem a caracterizacdo de NLS sdo baseadas na
determinacao da distribuicdo de tamanho de particulas, potencial zeta, morfologia de
superficie, polimorfismo e cristalinidade dos lipidios, eficiéncia de encapsulacdo e
liberacdo ao longo do tempo (KATHE, HENRIKSEN e CHAUHAN, 2014). Este
conjunto de técnicas direcionam o desenvolvimento de metodologias especificas,
dependentes da composicdo do sistema, que viabilizam a determinacdo das
propriedades de interesse e controle de qualidade sendo, portanto, indispensaveis

para um desenvolvimento eficiente.

1.4. Compostos antioxidantes no tratamento de sementes

A germinacao consiste na primeira fase do desenvolvimento da plantula, sendo
crucial para o estabelecimento inicial e posterior produtividade, em vista disso, a
qualidade da semente é de extrema importancia para a agricultura (MACEDO, SILVA,
et al., 2017). Nesta fase, fatores bidticos e abibéticos podem impactar na preservacao
das sementes até o momento do plantio, afetar o processo de germinacéo e impactar
no desenvolvimento e produtividade da cultura (JISHA, VIJAYAKUMARI e PUTHUR,
2013).

Gupta et al. (2022) demostrou que os bioestimulantes atuam na liberacdo da
dorméncia e melhora da germinacdo de sementes de diversas espécies de plantas, a
partir da alteracéo de processos fisiolégicos e atenuacdo de estresses abioticos. Por
iSso, o tratamento de sementes com bioestimulantes consiste em uma pratica simples
e sustentavel, com potencial para elevar a produtividade das culturas (GUPTA,

DOLEZAL, et al., 2022). Além disso, a busca por produtos para tratamento de
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sementes, de baixo custo, que possam aumentar o desempenho, a capacidade de
germinacao e o vigor das plantulas € constante (PEREIRA, OLIVEIRA, et al., 2021).

Bailly et al. (2008) descreveram que, para garantir uma germinagao efetiva, a
semente carece de mecanismos antioxidantes, enzimaticos ou ndo, para minimizar a
superproducao de espécies reativas de oxigénio produzidas pelo processo fisioldgico.

De acordo com Govindaraj et al. (2017) compostos antioxidantes sdo capazes de
retardar, prevenir ou remover o dano oxidativo a uma molécula alvo. Segundo Pisoschi
e Pop (2015), antioxidantes biolégicos sdo moléculas capazes de prevenir ou retardar
a oxidacdo de um substrato, em concentracdes inferiores ao substrato oxidavel.
Pourreza (2013) relatou que compostos antioxidantes sdo capazes de proteger
membranas celulares contra danos oxidativos, mesmo em baixas concentracoes.

Nesse ambito, Adetuniji et al. (2021) investigaram os efeitos da aplicacdo exdgena
dos antioxidantes acido ascorbico, acido galico, trolox, glicerol e glutationa reduzida,
em concentracdes de 0,2 a 0,6 mM, em sementes de Brassica oleracea (repolho) e
Lactuca sativa (alface) sob deterioragdo induzida e verificaram que todos o0s
antioxidantes promoveram a mitigacdo dos efeitos fisicos e bioquimicos decorrentes
do envelhecimento das sementes, por meio da reducéo da peroxidacéao lipidica e da
oxidacao de proteinas. Silva et al. (2021) avaliaram o potencial antioxidante do tirosol,
um composto fendlico extraido do 6leo de oliva ou de fungos endofiticos, no
tratamento de sementes de soja e, apesar da auséncia de incrementos de
germinacdo, a analise metabolémica das folhas de soja mostrou diferencas na
abundéancia de metabdlitos, como o acido aspartico, um precursor de aminoacidos
essenciais. Desse modo, assume-se que a aplicacdo exdgena de compostos
bioestimulantes, com efeito antioxidante, possa beneficiar a germinacdo e o
estabelecimento inicial da plantula.

Gupta et al. (2022), por meio de um trabalho de revisdo, reuniu estudos que
demonstram o potencial de bioestimulantes ndo microbianos no tratamento de
sementes, dentre eles extratos de algas, substancias humicas, vermicompostos,
polissacarideos naturais e micronutrientes, discorrendo sobre a contribuicdo destes
materiais para 0s processos metabdlicos e fisiolégicos para a germinagcdo e
estabelecimento inicial da plantula.

Pereira et al. (2021), por meio de uma revisao bibliografica, descreveu a aplicacéo

de diferentes sistemas nanomeétricos, como nanoparticulas poliméricas e metalicas,
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no tratamento de sementes. Estes sistemas foram capazes de estimular o crescimento
da plantula e melhorar caracteristicas metabodlicas e fisiologicas (PEREIRA,
OLIVEIRA, et al., 2021).

Assim, buscando contribuir para a exploracdo do uso de sistemas
nanoencapsulados na agricultura, o escopo deste trabalho consiste no
desenvolvimento e caracterizacdo de um sistema de nanoparticulas lipidicas solidas
capaz de encapsular o 6leo vegetal de goiaba, seguido da avaliacdo do potencial
bioestimulante das NLS no tratamento de sementes de feijao.

2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

2.1.1. Reagentes

Cera de abelha (adquirida no comércio local); tween — 80 P.S (Dinamica, CAS:
9005 - 65 — 6); dodecil sulfato de sddio (NEON, CAS: 151-21-3); 6leo de semente de
goiaba (Agtech LTDA); 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma-Aldrich, CAS: 1898- 66-
4); etanol absoluto (Dinamica, CAS: 64-17-5); metanol (Dinamica, CAS: 67-56-1);
acetona (Dindmica, CAS: 67-64-1); reativo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich);
carbonato de sodio (NEON, CAS: 497-19-8); tetraciclina (Sigma Aldrich — CAS: 60-54-
8); meio de cultura agar-nutriente (KASVI).

2.1.2. Equipamentos

Agitador magnético Ethinik; espectrofotémetro UV-vis UV-M51; DLS Zetasizer da
Malvern Panalytical; microscopio eletrénico de varredura INSPECT S50; incubadora
BOD Solab SL-120, autoclave Prismatec CS 300 e analisador de solo digital 4 em 1

Chusui.

2.1.3. Outros

Bandeja sementeira Verdi Max (64 células); terra adubada Terral; miniestufa em
PVC UISI.
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2.2. Métodos

2.2.1. Preparo das NLS

As NLS foram prepararas empregando-se a técnica de fusdo — emulsificacéo,
demonstrada por Shah et al. (2014) e Shirvani et al. (2022), com modificacbes. Foram
preparados 3 conjuntos experimentais, envolvendo o uso de tensoativos anidnico,
nao—idnico e misturas, com o objetivo de compreender os fatores que influenciam na
formacao e na estabilidade de NLS (SHAH, ELDRIDGE, et al., 2014) (SHIRVANI,
GOLI, et al.,, 2022). Foram empregados os tensoativos Tween-80 (nao-idnico) e
dodecil sulfato de sédio (anibnico), isoladamente e em combinacdo, seguindo
diferentes proporcdes, como demonstrado pela figura 4, que resume a composicao

dos conjuntos experimentais 1, 2 e 3.

Figura 4 - Composi¢éo dos conjuntos experimentais 1, 2 e 3

1% tensoativo <:> 5% tensoativo Misturas de tensoativos
somando 1%

I—I—I I—I—I 1
| | ]
Aniénico Nao-ibnico Anidnico Nao-idnico 0,5%+ 0,5% 0,2%+ 0,8% 0,8%+ 0,2%
Cera—1e5% Cera-1e5% Cera—1%
Resfriamento —Ae B Resfriamento - Ae B Resfriamento —Ae B

Fonte: Autora.

Inicialmente, a fase lipidica (cera de abelha) foi fundida, em banho maria, a
70°C. Ao mesmo tempo, a fase aquosa (agua + tensoativo) foi aquecida, sob agitacéo
(600 rpm), até 70°C e, em seguida vertida sob a fase lipidica. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética (600 rpm), a 70°C, durante 60 minutos.

Apés o periodo de agitacdo, a amostra foi resfriada empregando-se dois
meétodos, banho de gelo (IB) e dispersao em agua gelada (ICW), para solidificacao da
fracdo lipidica. No método IB, o béquer contendo a amostra foi imerso em um
recipiente de vidro, contendo gelo triturado (temperatura abaixo de 0°C), e mantido
em repouso durante 20 minutos. No método ICW, a amostra foi vertida em um béquer
contendo 50,0 mL de 4gua deionizada na temperatura de 4°C. O sistema foi mantido

sob agitagdo (600 rpm) durante 20 minutos. A figura 5, exemplifica o preparo. As
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formulacdes resultantes foram nomeadas relacionando a concentracao de cera, o tipo
e concentracdo de tensoativo e o tipo de resfriamento, como exemplificado na figura

6. Apos a identificacdo, as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente.

Figura 5 - Método de preparo das nanoparticulas lipidicas sélidas

Fase Fase '\"-, Suspensio
lipidica aquosa de NLS 3 20 min

— _] :
600 rpm 600 rpm
m h m

Fonte: Autora.

e

e
. »

Figura 6 - Exemplo de nomenclatura

WI1T1A || W555B

W1 = 1% de cera de abelha W5 = 5% de cera de abelha

T1 = 1% de Tween-80 §5=5% de SDS

A =Banho de gelo B = Dispersdo em agua gelada

Fonte: Autora.

A tabela 1 mostra as composi¢cdes das amostras e respectivos métodos de
resfriamento empregados. As amostras foram fotografadas no dia do preparo e ap6s
30 dias, visando o monitoramento da estabilidade visual dos sistemas, mediante a
observacédo de separacéo de fases. O melhor sistema, considerando propriedades de

interesse, foi escolhido para encapsular o 6leo de goiaba.
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Tabela 1- Proposicédo de conjuntos experimentais visando a compreensao de fatores na formacéo de
nanoparticulas lipidicas soélidas

(continua)
Amostra Fase Fase Método de Estabilidade no Estabilidade
lipidica aguosa resfriamento dia zero apos 30 dias
Conjunto | WI1S1A 1,0% 1,0% 1B + -
1 cera SDS
W1S1B 1,0% 1,0% ICW + -
cera SDS
W5S1A 5,0 % 1,0 % 1B + -
cera SDS
W5S1B 5,0 % 1,0 % ICW + -
cera SDS
WI1T1A 1,0% 1,0% T- 1B + +
cera 80
WI1T1B 1,0% 1,0% T- ICW + +
cera 80
W5T1A 5,0% 1,0% T- 1B - -
cera 80
W5T1B 5,0% 1,0% T- ICW - -
cera 80
Conjunto | WI1S5A 1,0% 5,0% 1B + -
2 cera SDS
W1S5B 1,0% 5,0% ICW + -
cera SDS
W5S5A 5,0% 5,0% 1B + -
cera SDS
W5S5B 5,0% 5,0% ICW + -
cera SDS
WI1T5A 1,0 % 50%T- 1B + +
cera 80
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Tabela 1- Proposicédo de conjuntos experimentais visando a compreensao de fatores na formacéo de

nanoparticulas lipidicas soélidas

(concluséo)

Amostra Fase Fase Método de Estabilidade Estabilidade
lipidica aguosa resfriamento no dia zero apo6s 30 dias
Conjunto W1T5B 1,0% 5,0 % T-80 ICW + +
2 cera
W5T5A 5,0 % 5,0 % T-80 1B + +
cera
W5T5B 5,0% 5,0 % T-80 ICW + +
cera
0,5 % SDS
Conjunto | W1S0.5T0.5A 1,0% +0,5%T- IB + -
3 cera 80
W1S0.5T0.5B 1,0% 0,5 % SDS ICW + -
cera +05%T-
80
W1S0.2T0.8A 1,0% 0,2 % SDS 1B + -
cera +0,8%T-
80
W1S0.270.8B 1,0% 0,2 % SDS ICW + -
cera +
0,8 % T-80
W1S0.8T0.2A 1,0% 0,8 % SDS 1B + -
cera +0,2%T-
80
W1S0.8T0.2B 1,0% 0,8 % SDS ICW + -
cera +0,2%T-
80

Fonte: Autora.
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2.2.2. Caracterizacédo do 6leo de goiaba

O oleo de goiaba foi caracterizado por métodos diretos e indiretos, mediante a
disponibilidade de equipamentos e reagentes.

O potencial antioxidante foi determinado pela capacidade de reducdo do radical
DPPH, descrito por Chiari et al. (2014). Para tal, foram preparadas solu¢cdes de Oleo
de goiaba, dissolvido acetona, em concentra¢cdes que variaram de 0,0 a 30,0 mg/mL.
Em paralelo, preparou-se uma solucao etandlica de DPPH 0,004 %. Adicionou-se 2,5
mL da solugéo de 6leo de goiaba e 1,0 mL da solu¢cdo de DPPH em frascos ambar,
seguindo a curva de calibracdo mencionada. Os frascos foram armazenados durante
30 minutos, a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos este periodo a
absorbancia foi medida em 517 nm, empregando-se etanol absoluto como branco e a
mistura de 2,5 mL de etanol com 1,0 mL da solucdo DPPH como controle negativo
(CHIARI, TROVATTI, et al., 2014).

Os resultados dessas medi¢cdes foram aplicados na construcdo do grafico de
porcentagem (%) de inibicdo de radicais livres versus concentracdo de 6leo, calculado

pela equacéo 1.

%_ ihicso de DPPH = AbScontrole negativo_AbS amostra (1)
nibieao ae AbScontrole negativo

A analise de regressao linear dos graficos permitiu o célculo da concentracao de
0leo necessaria para inibir 50,0 % dos radicais livres em solugéo (ICso).

O teor de compostos fendlicos foi determinado empregando-se o método de Folin
— Ciocalteau para identificacdo de substancias redutoras, demonstrado por Pires et al.
(2017). Neste ensaio, foi preparada uma solucdo de 6leo de goiaba em acetona, na
concentracdo 0,3 mg/mL. Em seguida, adicionou-se em um frasco ambar, 50 pyL da
solucéo de OG em acetona, 1000 pL do reagente de Folin — Ciocalteau e 800 pL da
solucéo de carbonato de s6dio (Na2CO3 aq) 7,5 %). O sistema foi mantido em repouso
durante 30 minutos, a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apds este tempo, a
absorbancia da amostra medida em 765 nm, utilizando-se o espectrofotbmetro.
Utilizando—se 0 mesmo método, foi construida uma curva de calibracdo para o padréo
acido galico, variando as concentracdes entre 0,0 e 50,0 mg/mL. O teor de compostos
fenadlicos foi expresso em equivalentes de padréo por massa de 0leo de goiaba (mg/g).

Para tal, a curva padrao de acido galico em mg/mL versus absorbancia foi convertida
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para mg de acido galico versus absorbancia (PIRES, TORRES, et al.,, 2017). Em
seguida, o valor de y, proveniente da equacédo da reta, foi substituido pelo valor da
absorbéancia do 6leo de goiaba e o valor de x foi calculado. Por fim, calculou-se a
massa de 6leo de goiaba no meio reacional inicial, que foi dividida pelo equivalente
de &cido galico, resultando no valor de mg equivalentes de acido galico/mg de 6leo de
goiaba.

O potencial antimicrobiano do 6leo de goiaba foi avaliado pelo método de difuséo
em disco (antibiograma), descrito por Bosni¢ et al. (2006) utilizando-se as bactérias
gram-negativa Escherichia coli (ATCC 43895) e gram-positiva Staphylococcus aureus
(ATCC 14458), em duplicata. Neste procedimento, as placas de petri foram
preenchidas com o meio de cultura Agar-Nutriente e, apos a completa secagem do
meio de cultura, inoculou-se a bactéria. Em seguida, os discos de papel filtro foram
umedecidos com 20 puL de amostra e inseridos na superficie do agar. Além do 6leo
vegetal de goiaba, foi avaliado o antibiético tetraciclina, na concentracdo de 0,285
mg/mL, como controle positivo. Logo depois, as placas de petri foram incubadas por
24h a 37°C. Apds este periodo observou-se a existéncia (ou inexisténcia) de halos de
inibicdo, que mostram a capacidade do principio ativo em inibir o crescimento
microbiano (BOSNI¢, SOFTI¢ e GRUJIE-VASIE, 2006).

2.2.2. Encapsulacao do 6leo de goiaba

Considerando que o sistema W1T1B foi escolhido para prosseguir, a encapsulacéo
do 6leo de goiaba seguiu 0 mesmo método 2.2.1, empregando-se a mistura de cera
de abelha + 6leo de goiaba, na proporcédo 1:1, como fase lipidica. Apds o preparo, a
amostra foi armazenada a temperatura ambiente até o momento das analises

posteriores.

2.2.3. Caracterizacéo fisico-quimica das NLS

A distribuicdo de tamanho de particula foi determinada, & 25°C, pelo método de
dispersdo de luz dindmica (DLS), usando o equipamento Zetasizer da Malvern
Panalytical, cedido pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP-
Araraquara. Antes das medicdes, as amostras foram diluidas 10 vezes em agua

deionizada. O tratamento de dados foi realizado utilizando-se o programa Origin.
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O potencial zeta foi determinado pela medicao da mobilidade eletroforética usando
0 equipamento Zetasizer da Malvern Panalytical, cedido pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP-Araraquara.

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas no
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR), utilizando o
equipamento MEV INSPECT S50. Para tal, as amostras foram gotejadas na superficie
de fitas condutoras de carbono, secas em temperatura ambiente e recobertas com
platina.

A quantificacéo do 6leo de goiaba tornou-se possivel a partir da identificacdo da
regido de absorcdo mais intensa do 6leo, por meio da geracdo de um espectro de
absorcdo na regido do UV-vis, do 6leo de goiaba dissolvido em acetona, em
concentragdes arbitrarias. Posteriormente, foi construida uma curva de calibragdo em
funcdo do aumento da concentracao de 6leo de goiaba dissolvido em acetona, de 0,0
—200,0 mg/mL, medindo-se a absorbancia na regido de 330 nm, determinada acima.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE %) foi determinada aplicando-se o método
sugerido por Daneshmand et al. (2017) e Kathe et al. (2014), com modificagfes. A
amostra de nanoparticulas foi submetida a 4 ciclos de centrifugacdo, durante 20
minutos, a 13.000 rpm. Este processo foi capaz de desestruturar o sistema e
possibilitar a coleta do sobrenadante, que foi seco na estufa a 55°C, durante 6 horas.
ApOs a secagem, adicionou-se 2,0 mL de acetona, para solubilizar o 6leo de goiaba
seco, e a absorbancia foi medida a 330 nm. A partir dai, a massa de 6leo livre foi
calculada substituindo-se o valor da absorbancia na equacéo da reta e, em seguida,
a EE % (considerando a diferenca entre o 6leo livre e a massa total de 6leo adicionada

ao sistema) foi calculada empregando-se a equacao:

uantidade de 6leo encapsulado
EE % =2 P x100 (2)

Quantidade total de 6leo

2.2.5. Testes in vivo

2.2.5.1. Emergéncia de plantulas

A emergéncia das plantulas de feijdo foi avaliada a partir de 8 repeticbes de
sementes, tratadas com as doses 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; e 30,0 mL/Kg de
sementes, seguindo a metodologia proposta por Franzin et al. (2004). Inicialmente,

100,0 g de sementes de feijao foram alocadas em um saco plastico transparente (30
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cm x 40 cm), em seguida, as doses correspondentes dos tratamentos foram
adicionadas, com o auxilio de uma pipeta, como exemplificado pela tabela 2. Em
seguida, o0 saco plastico foi agitado manualmente e armazenado até o momento do
plantio.

Tabela 2 - Tratamento das sementes de feijao

Tratamento Descricdo Dose (mL/kg de Massa de sementes Volume de tratamento

semente) tratadas () adicionado (mL)
Fo Controle 0,00 100,0 0,0
Fi WIT1A 30,0 100,0 3,0
F2 GSO 5,00 100,0 0,5
Fs GSO 10,0 100,0 1,0
Fa GSO 15,0 100,0 1,5
Fs GSO 20,0 100,0 2,0
Fs GSO 25,0 100,0 2,5
F7 GSO 30,0 100,0 3,0

Fonte: Autora.

Em seguida, 1,0 Kg de terra vegetal adubada com esterco e carvao, da marca
Terral, foi distribuida igualmente em uma bandeja sementeira. Em seguida, as
sementes tratadas foram acomodadas sob a terra e cobertas com uma camada fina
de terra adicional. A bandeja sementeira foi alocada dentro de uma estufa/viveiro de
mudas de (100 cm x 70 cm), coberta com filme transparente de PVC, que permitiu a
passagem de luz natural. O pH e a temperatura do solo foram medidos a cada 2 dias,
com o auxilio do analisador de solo digital 4 em 1, da marca Chusui, a partir da
insercao da ponteira do equipamento no solo. As plantulas foram regadas com 3,0 mL
de agua, 1 vez ao dia.

A porcentagem de emergéncia (% ec) das plantulas foi calculada apos 24, 48 e 72
horas aplicando-se a equacao:

n?de plantulas emersas

% qe emergéncia — x 100 3)

total sementes plantadas

2.2.5.2. Avaliagédo do potencial bioestimulante in vivo do 6leo de semente de

goiaba encapsulado em nanoparticulas lipidicas soélidas

O potencial bioestimulante do sistema nanoparticulado foi avaliado, a partir de 2

experimentos (nomeados “Experimento 1” e “Experimento 2”), por meio do
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acompanhamento do desenvolvimento das plantulas de feijdo, plantadas conforme
descrito no item 2.2.5.1, ao longo de 10 dias, como mostrado na figura 7. Durante este
periodo, a bandeja sementeira foi fotografada diariamente e mediu-se o pH e a
temperatura do solo a cada 2 dias. Apos 10 dias, as plantas foram colhidas e
higienizadas, removendo-se cuidadosamente a terra presente nas raizes. Em
seguida, mensurou-se as massas das raizes e parte aérea, utilizando-se uma balanca
semi-analitica. Os resultados foram submetidos a avalia¢des estatisticas, incluindo os

testes de ANOVA e Tukey, considerando intervalos de confianga de 95,0 %.

Figura 7 - Montagem do teste in vivo para avaliacdo do efeito bioestimulante em sementes de feijao
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Tratamento das ; P g
sementes Plantio Crescimento por 10 dias R

Fonte: Autora.

3. Resultados e discussao

3.1. Parametros que influenciam na formacao das NLS

O estudo das propriedades dos sistemas envolveu a variacdo do tipo de
tensoativo (anibnico, nao ibnico e misturas), concentracdo dos tensoativos,
concentracéo de cera de abelha e método de resfriamento (banho de gelo e disperséo
em agua gelada). O tensoativo anidnico dodecilsulfato de sddio (SDS), apresenta 12
atomos de carbono ligados a um grupo sulfato, portanto sua fracdo polar confere
cargas negativas ao sistema. Enquanto o tensoativo ndo-idénico Tween-80, derivado
do &cido oleico (fracdo apolar), possui uma fracao polar formada por macromoléculas
derivadas de 6xido de etileno, que conferem uma estrutura volumosa ao tensoativo.

A tabela 1 mostra as composi¢cdes dos sistemas desenvolvidos, o método de
resfriamento e a estabilidade apds 30 dias. Em paralelo, as figuras 8, 9 e 10 mostram
os graficos de DLS, comparando 0s conjuntos experimentais 1, 2 e 3, enquanto a
tabela 3 agrupa os valores médios de tamanho de particula.
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Figura 8 - Conjunto experimental 1: Manuteng_a?io da concentracdo do tensoativo (1,0 %), A) tensoativo
anidnico e B) tensoativo ndo-idnico e variagdo da concentragdo de cera (1,0 e 5,0 %) e método de

resfriamento para ambos
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Fonte: Autora.

Figura 9 - Conjunto experimental 2: Manuten¢&o da concentracdo do tensoativo (5,0 %), A)
tensoativo aniénico e B) tensoativo ndo-idnico e variagdo da concentracao de cera (1,0 e 5,0 %) e
método de resfriamento para ambos

B)
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Fonte: Autora.

Figura 10 - Conjunto experimental 3: Combinag¢®es de diferentes proporcdes de tensoativos
(aniénico e ndo-ibnico), manutencao da concentracdo de cera (1,0 %) e variacdo do método de
resfriamento para ambos
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Fonte: Autora.
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Tabela 3 - Tamanhos médios de particula referentes aos conjuntos experimentais 1,2 e 3

Amostra Tamanho médio de particula (nm)
W1S1A 1231,0+0,5
W1S1B 881,4+0,5
W5S1A 2459,0+0,5
W5S1B 960,0 + 0,5
WI1T1A 249,6 +0,5
WI1T1B 229,3+0,5
W5T1A 466,1 +0,5
W5T1B 279,2+0,5
WI1S5A 2021,0+0,5
W1S5B 809,7 +0,5
W5S5A 694,3+0,5
W5S5B 4802,0£0,5
WI1T5A 170,5+0,5
W1T5B 184,9+0,5
W5T5A 359,6 0,5
W5T5B 150,5+0,5

W1S0.5T0.5A 891,1+0,5

W1S0.5T0.5B 269,2+0,5

W1S0.2T0.8A 2904,0+ 0,5

W1S0.270.8B 730,7 +0,5

W1S0.8T0.2A 1515,0+£ 0,5

W1S0.8T0.2B 486,8 + 0,5

Fonte: Autora.

A estabilidade das formulacbes foi avaliada mediante a ocorréncia de
separacdo de fases apO6s 30 dias, dado este que aponta a instabilidade do(s)
sistema(s). A ocorréncia de separacao de fases pode ser verificada na figura 11, em
gue os tubos de ensaio marcados com o asterisco vermelho correspondem aos
sistemas que ndo apresentaram separacao de fases apds 30 dias (W1T1A, W1T1B,
WI1T5A, W1T5B, W5T5A, W5T5B) e, portanto, foram considerados estaveis.
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Figura 11 - Estabilidade visual dos conjuntos experimentais 1, 2 e 3, apés 30 dias (0s asteriscos
vermelhos indicam a auséncia de separacéo de fases apds 30 dias)
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Fonte: Autora.

Acredita-se gque a estabilidade inicial associada as amostras W1S1A, W1S1B,
W5S1A e W5S1B, contendo o tensoativo anidnico, deve-se a repulsdo entre as
particulas carregadas negativamente. De acordo com Daltin (2011), as cargas
superficiais negativas ao redor da particula ocasionam um efeito de repulséo entre
particulas vizinhas, mantendo as particulas estaveis, separadas e evitado a
coalescéncia. Porém, com o passar do tempo as particulas tendem a sofrer
aglomeracao, desestabilizando o sistema. Além disso, assume-se que 0 excesso de
cera nas amostras W5S1A e W5S1B, n&o permitiu uma interacdo completa entre a
cera e o tensoativo, ocasionando a separacao de fases apos 30 dias. Observou-se
também que o aumento do teor de cera, ocasiona o aumento da distribuicdo de

tamanho de particulas.
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Ainda no conjunto 1, a andlise das amostras W1T1A, W1T1B, W5T1A e
W5T1B, contendo tensoativo ndo-ibnico, mostra novamente que o aumento da
concentracdo de cera ocasiona o aumento de tamanho de particula. Além disso,
comparando todas as amostras do conjunto verifica-se que o método de resfriamento
impacta na distribuicdo de tamanho de particula, de modo que a dispersdo em agua
gelada gera particulas menores. Considera-se que as amostras contendo o tensoativo
ndo-ibnico mantiveram-se estaveis apo0s 30 dias devido ao impedimento estérico
causado pelas moléculas do tensoativo, que ndo possuem carga verdadeira. Este
efeito eletrostatico também impede a aglomeracédo das particulas e a coalescéncia
(DALTIN, 2011).

Avaliando o conjunto 2, observa-se que o aumento da concentracdo de
tensoativo, apesar de gerar tamanhos médios de particulas inferiores ao conjunto 1,
como esperado, ocasionou em distribuicbes de tamanho menos homogéneas,
provavelmente devido a estrutura volumosa do tensoativo ndo-iénico.

Por fim, as amostras contendo misturas de tensoativos (conjunto 3) mostraram-
se parcialmente estaveis apds 30 dias, resultados esses que podem ser associados
aos efeitos sinérgicos causados pela repulsdo eletrostatica (tensoativo anionico) e
estrutura volumosa do tensoativo ndo-ibnico e pareamento de efeitos ndo-ibnicos e
aniénicos (ou cationicos, quando usados). Esses resultados concordam com o0s
estudos de Kovacevic et al. (2014), que relataram que o uso de misturas de
tensoativos proporciona estabilidade superior quando comparado a sistemas que
usam apenas tensoativo aniénico.

A avaliacdo dos resultados demonstrou que o tipo de resfriamento influencia na
distribuicdo dos tamanhos das particulas, além disso, o tamanho da particula esta
diretamente associado ao tipo e concentragcdo do tensoativo. Comparando os
conjuntos 1 e 2 observa-se que o aumento da concentracdo de um mesmo tensoativo
diminui o tamanho das particulas, mas nem sempre aumenta a estabilidade do
sistema, considerando que as NLS que continham somente o tensoativo anidnico ndo
se mantiveram estaveis apos 30 dias.

A tabela 4 descreve os valores médios de potencial zeta para 0s conjuntos 1, 2
e 3.
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Tabela 4 - Valores médios de potencial zeta correspondentes aos conjuntos experimentais 1,2 e 3

Amostra Potencial zeta (mV)
W1S1A -58,0
W1S1B -53,0
W5S1A -0,71
W5S1B -46,0
WIT1A -21,0
W1iT1B 0,46
W5T1A -54,0
W5T1B -18,0
W1S5A -73,0
W1S5B -49,0
W5S5A -62,0
W5S5B -75,0
WI1T5A -16,0
W1T5B -17,0
W5T5A -59,0
W5T5B 17,0

W1S0.5T0.5A -59,0

W1S0.5T0.5B -35,0

W1S0.2T0.8A -73,0

W1S0.270.8B -0,26

W1S0.8T0.2A -74,0

W1S0.8T0.2B -30,0

Fonte: Autora.

De acordo com Mishara et al. (2018), para NLS contendo tensoativos anidnicos,

valores de potenciais zeta superiores a + 30,0 mV podem estabilizar a disperséao

coloidal por repulsédo eletrostatica. Segundo Kathe et al. (2014), valores de potencial

zeta entre 20 a 40 mV conferem boa estabilidade aos sistemas e estdo menos

propensos a formar agregados e aumentar o tamanho das particulas durante o
armazenamento. A figura 2 mostra as intera¢des particula-particula de acordo com a

carga de superficie correspondente. Estas intera¢cdes, como demonstrado por Mishara

et al. (2018), impactam diretamente na manutencao das propriedades dos sistemas.

Assim, assume-se que 0s sistemas coloidais gerados a partir de tensoativos aniénicos

tendem a gerar potenciais zetas negativos, devido a estabilizagdo eletrostatica,
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enguanto sistemas estabilizados por tensoativos ndo-ibnicos apresentam potenciais
zetas proximos a neutralidade, por consequéncia da estabilizacdo estérica.

No conjunto 1, o tensoativo anionico conferiu valores de potencial zeta
negativos e amostras (W1S1A, W1S1B e W5S1B) dentro da faixa de estabilidade. O
valor discrepante apresentado por W5S1A foi atribuido ao excesso de cera, que
provavelmente ndo permitiu a cobertura eficiente das nanoparticulas pelo tensoativo.
No entanto, apds 30 dias, as amostras coalesceram, como demonstrado na figura 7.

Os valores de potencial zeta negativos atribuidos as NLS contendo o tensoativo
nao-ibnico sdo provenientes da polarizacdo, causada por atomos de oxigénio
derivados do Oxido de etileno, combinada com a adsorcdo de moléculas de agua
polarizadas na superficie das particulas. Além disso, Daltin (2011) relatou que este
tipo de sistema comumente apresenta potencial zeta inferior quando comparado a
sistemas contendo tensoativos anibnicos, devido a estabilizacdo estérica
mencionada. Mesmo assim, o0 aumento da concentracdo de tensoativo, de maneira
geral, impactou no aumento do potencial zeta. Apds 30 dias, as amostras WiT1A,
WiT1B, W1TsA, W1TsB, WsTsA e WsTsB ndo apresentaram separacao de fases.

A proposicdo do conjunto experimental discutido neste tépico possibilitou a
compreensao dos mecanismos que impactam na definicdo de um sistema de NLS e
como estes parametros podem ser modulados visando a obtencédo de um sistema de
interesse. Finalmente, a amostra W1T1B, composta por 1,0 % de cera de abelha e
1,0 % de tensoativo ndo-iénico, foi escolhida para encapsular o 6leo de goiaba, devido
a estabilidade ap6s 30 dias, tamanho médio de particula (249,0 nm) e potencial zeta
(+0,46). Além disso, o0 sucesso da aplicacdo de nanoparticulas nesta faixa de tamanho
em aplicagdes agricolas foi anteriormente relatado por Lai et al. (2006) e Nakasato et
al. (2017).

3.2. Caracterizacdo do 6leo de goiaba

O dleo de semente de goiaba foi doado pela empresa Agttec LTDA, apresentou
um laudo (confidencial) que descreveu a presenca de 36,1 % de acidos graxos livres.
Os acidos linoleico (76,70 % m/m), oleico (8,88 % m/m), palmitico (8,50 % m/m) e
estearico (4,56 % m/m), aparecem em maior quantidade. Enquanto os acidos
araquidico (0,50 % m/m), behénico (0,14 % m/m), lignocérico (0,13 % m/m),

eicosendico (0,13 % m/m), linolénico (0,13 % m/m), palmitoléico (0,12 % m/m),
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miristico (0,11 % m/m), margarico (0,08 % m/m), pentadecanoico (0,03 % m/m) e
laurico (0,02 % m/m) sdo menos representativos.

O ensaio de atividade antimicrobiana demonstrou que o 6leo de goiaba néo foi
capaz de inibir o crescimento das bactérias S. aureous e E. Coli, portanto este
potencial ndo foi explorado. Foram empregadas as bactérias mencionadas neste
ensaio devido a disponibilidade.

O meétodo espectrofotométrico utilizado para determinacdo da atividade
antioxidante empregou o DPPH, um radical livre estavel com um elétron de valéncia
desemparelhado. A solucdo de DPPH possui coloracéo violeta e absor¢cédo na regiao
de 517 nm. Quando a solucdo de DPPH é misturada com um antioxidante, ou seja,
uma substancia que pode doar uma hidroxila, o DPPH é reduzido e a cor violeta é
perdida. A curva obtida a partir da eliminagéo do radical DPPH, utilizando diferentes
concentracfes do candidato a antioxidante, permite calcular o ICso, que representa a
concentracdo de antioxidante que permite a eliminacdo de 50,0 % do radical DPPH
(CHIARI, SEVERI, et al., 2012) (CHIARI, TROVATTI, et al., 2014).

Neste trabalho, o0 ensaio realizado em duplicata, estd demonstrado
graficamente na figura 12. A equacao da reta obtida pela regresséao linear do sistema
possibilitou o calculo do ICsp a partir da substituicdo do valor de y por 50, considerando
gue o valor de interesse consiste na concentracdo de antioxidante necessaria para
inibir 50,0 % dos radicais DPPH presentes no meio.

A tabela 5 mostra o valor médio de ICso para o 6leo de goiaba (10,605 mg/mL),
erro, desvio padrao e variancia. Apesar do valor de ICso do 6leo de goiaba ser inferior
ao do padrdo acido ascorbico (3,04 ug/mL) descrito por Chiari et al. (2014), 0 mesmo
trabalho relata um ICso= 4,60 mg/mL para o 6leo de café verde, valor que assemelha-
se ao ICso do Oleo de goiaba. Esta discrepancia nos resultados € esperada
considerando que os 6leos vegetais sdo produtos naturais ndo purificados, enquanto
0 acido ascérbico consiste em um padrdo de alta pureza (CHIARI, TROVATTI, et al.,
2014). Chiari et al. (2012) estudaram o potencial antioxidante de extratos de goiaba,
extraidos empregando-se diferentes solventes, determinando valores de ICso que
variaram de 0,2 a 0,7 mg/mL. Kapoor et al. (2020) verificou que o 6leo de semente de
goiaba foi capaz de inibir 58,90 % dos radicais livres presentes no meio reacional,
enquanto neste trabalho o 6leo de goiaba inibiu 91,72 % dos radicais DPPH,
considerando a maior concentracdo empregada. Prommaban et al. (2020),
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demonstrou que o potencial de inibic&o dos radicais DPPH para o GSO é dependente
da concentragdo e determinou um ICs0=13,9 g de GSO/g DPPH. Empregando este
mesmo raciocinio, seriam necessarias 0,5302 g do GSO avaliado neste estudo para
inibir 50,0 % dos radicais DPPH presentes no meio reacional.

Tabela 5 - Valor médio e estatistica: Atividade antioxidante do 6leo de goiaba

Média (ICsp) Erro Desvio padréo Variancia

10,605 mg/mL 0,0350 0,0495 0,047

Fonte: Autora.

Figura 12 - Avaliacédo da atividade antioxidante do éleo de goiaba
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Fonte: Autora.

Macedo et al. (2017) mostraram que compostos antioxidantes possuem a
capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio na tentativa de minimizar
possiveis danos oxidativos que aparecem durante a germinacdo sementes, por meio
da avaliacdo da aplicacdo exdgena dos antioxidantes acido kdjico e tirosol em
sementes de trigo. Foi constatado um efeito significativo do acido kéjico na protecao

das membranas celulares, ao passo que o tirosol promoveu a aceleracdo da
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germinacao e contribui¢cdes para o crescimento da plantula (MACEDO, SILVA, et al.,
2017).

A avaliagdo do teor de compostos fendlicos baseou-se no ensaio colorimétrico
que faz uso do reagente de Folin-Ciocalteu. Neste ensaio, 0 meio reacional precisa
assumir um pH=10 para que as substancias redutoras, como compostos fendlicos,
possam dissociar um préton e formar anions fenolatos capazes de reduzir o reagente
de Folin-Ciocalteu, que € composto pelos acidos fosfotungstico e fosfomolibidico
(PEREZ, DOMINGUEZ-LOPEZ e LAMUELA-RAVENTOS, 2023). A reacdo de
reducao resulta na formacéo de 6xidos de tungsténio e molibdénio que apresentam
absorcdo na regido de 765 nm possibilitando, a quantificacdo das substancias
fendlicas empregando-se a técnica de espectrofotometria (PIRES, TORRES, et al.,
2017).

Figura 13 - Determinacéo do teor de compostos fendlicos em funcéo do padréo acido galico
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Fonte: Autora.

O teor de fendlicos foi expresso em equivalentes do padrao acido galico (EAG)
por massa de 0leo de goiaba, de modo que, foi identificado um teor de 1,8605 mg de
EAG em 15,0 mg de 6leo de goiaba, ou 0,124 mg de EAG/mg de 6leo de goiaba. Em
outras palavras, 12,4 % do 6leo de goiaba corresponde a compostos fendlicos.

Kisiriko et al. (2021) descreveram que a identificacdo de compostos fendlicos
presentes em insumos naturais, como extratos, abre caminho para o desenvolvimento

industrial de novas formulacdes a base de bioestimulantes naturais, baseadas nestes
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compostos. Diversos estudos mostram o efeito bioestimulante de extratos vegetais
contendo compostos fendlicos na germinacao, enraizamento, frutificacdo, producéo
de sementes, dentre outros parametros de crescimento, quando aplicados via
sementes, solo ou foliar (KISIRIKO, ANASTASIADI, et al.,, 2021). De acordo com
Papadopoulos e Boskou (1991) e Macedo et al. (2017), diversos compostos fendlicos
de origem natural ou microbiana, como o tirosol, possuem acao antioxidante, sendo
capazes de atuar na protecdo dos tecidos vegetais e oxidacédo de sementes, além de
acelerar a germinacgdo, quando aplicados de forma exdgena.

Aremu et al. (2015) demonstrou que os compostos fendlicos eckol e fluroglucinol,
isolados da alga marrom Ecklonia maxima (Osbeck) Papenfuss, foram testados, via
rega, nas doses 10°, 10 e 107 M, avaliando o crescimento, teor de fitoquimicos e
auxinas na planta modelo Eucomis autumnalis (Mill) Chitt. Foi verificado que o eckol
aumentou significativamente o tamanho do bulbo, a biomassa e o teor de compostos
bioativos da planta, entretanto, 0 mecanismo de acéo deste tipo de composto nao foi
elucidado (AREMU , MASONDO, et al., 2015).

3.3. Encapsulacéo do 6leo de goiaba

A formulacdo contendo o o6leo de goiaba encapsulado na matriz W1T1B,
denominada GSO, apresentou tamanho médio de 280,59 nm e potencial zeta -22,4
mV. Comparando os sistemas W1T1B e GSO, observou-se que houve um aumento
na distribuicdo de tamanho de particula com a adi¢do do 6leo de goiaba (figura 14)
mas, mesmo assim a estabilidade do sistema foi mantida, considerando a auséncia
de separacao de fases. Este resultado corrobora com os estudos de Kheradmandnia
et al. (2010), que verificou um aumento de tamanho de particula, de 82,0 para 116,0
nm, devido ao aumento do teor de droga encapsulada.

Kathe et al. (2014) relataram que a forma, a morfologia e o tamanho de
particula, influenciam no destino fisiologico e no desempenho da nanoparticula. As
imagens de MEV, demonstradas na figura 15, obtidas para as amostras W1T1B e

GSO, mostram que ambas apresentam morfologia esférica.
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Figura 14 - Distribuicdo de tamanho de particula das amostras W1T1B e GSO
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Fonte: Autora.

Figura 15 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura. A) Amostra W1T1B e B) Sistema GSO

Fonte: Autora.

A gquantificacdo da EE % foi possivel mediante a identificacdo da regido de
absorcdo de maior intensidade do Oleo de goiaba na regido do UV-vis, a partir da

varredura de uma solucdo de 6leo de goiaba em acetona. Foi verificado, como
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demonstrado na figura 16, que o 6leo de goiaba absorve com maior intensidade na
regido de 330 nm. O comprimento de onda determinado € caracteristico do acido
clorogénico, um composto fendlico presente no éleo de goiaba, demonstrado nos
estudos de Velkoska-Markovska et al. (2020) e Prommaban et al. (2020).

Assim, foi construida uma curva de calibracdo, demonstrada na figura 17, a
partir das medidas de absorbancias do 6leo de goiaba dissolvido em acetona nas
concentragcdes 0,0 — 200,0 mg/mL, para confirmar a hipotese de que o aumento da
concentracédo de OG impactam no aumento dos valores de absorbancia em 330 nm.
Portanto, esta regido de absorcdo pbde ser empregada na determinacdo da
concentracdo do 6leo de goiaba utilizando-se o espectrofotdmetro de absorcédo na
regido do Uv-vis.

Figura 16 - Espectro de absorcdo na regido do UV-vis do Gleo de goiaba dissolvido em acetona em
concentracdes arbitrarias
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Figura 17 - Monitoramento da absorbancia em funcdo do aumento da concentracéo de OG dissolvido
em acetona em 330 nm
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Fonte: Autora.

Em seguida, empregando-se o método descrito no item 2.2.4, foi possivel
identificar que cerca de 13,47 % do Oleo de goiaba encontrava-se livre em solucéo,
portanto ndo encapsulado. Empregando a equacao, verificou-se uma EE %= 86,52 %,
portanto assume-se que foi possivel encapsular 259,58 mg do total de 300,00 mg de

0leo de goiaba.

3.4. Validacéao do efeito bioestimulante in vivo do 6leo de semente de

goiaba encapsulado em nanoparticulas lipidicas s6lidas

A tabela 6 descreve as doses de GSO aplicadas por tratamento. O tratamento Fi1
envolveu a aplicacdo do sistema W1T1A na auséncia de 6leo de goiaba, ou seja,

somente nanoparticulas compostas por cera de abelha.

Tabela 6 - Doses de GSO aplicadas no tratamento de sementes de feijdo

(continua)
Tratamento Descricao Dose (mL/kg de semente)
Fo Controle 0,00
Fi1 WI1T1A 30,0
F2 GSO 5,00

Fs GSO 10,0
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Tabela 6 - Doses de GSO aplicadas no tratamento de sementes de feijdo

(concluséo)

Tratamento Descricao Dose (mL/kg de semente)
Fa GSO 15,0
Fs GSO 20,0
Fe GSO 25,0
F7 GSO 30,0

Fonte: Autora.

A tabela 7 reline os valores de % ec calculados apds 24, 48 e 72 horas ap0s o

plantio.
Tabela 7 - Emergéncia de plantulas apo6s 24, 48 e 72 horas
Tratamento % ec 24h % ec 48h % ec 72h
Fo 0,0 0,0 25,0
F1 0,0 12,5 62,0
F2 0,0 25,0 100,0
Fs 0,0 0,0 87,50
Fa4 0,0 0,0 100,0
Fs 0,0 0,0 100,0
Fe 0,0 37,5 87,5
F7 0,0 62,5 100,0

Fonte: Autora.

A tabela 7 mostra que o tratamento Fr foi superior aos demais tratamentos,
alcancando % ec= 62,5 ap0s 48h, além disso, os tratamentos Fi, F2, Fé e Fr
demonstraram-se superiores ao controle Fo. Apds 72h, os tratamentos Fz, Fs, Fse F7
apresentaram % ec= 100, seguidos pelos tratamentos Fs, Fs, F1, que apresentaram
%ec=87,5; 87,5 e 62, ao contrario do controle F1, que apresentou % ec= 25. Portanto,
fica evidente a contribuicdo do sistema GSO para a emergéncia das plantulas de
feijdo. De acordo com Lima et. al. (2018), a germinacdo € essencial na melhoria da
producdo, portanto, o desenvolvimento de tecnologias que incrementem a
germinacao, torna a planta menos propensa ao ataque de patdégenos no solo, além
de atuar na melhora da qualidade de desenvolvimento, refletindo no aumento da
produtividade (SILVA, BOLFARINI, et al., 2014) (LIMA, ROSATO, et al., 2018).
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As figuras 18 e 19 mostram as massas das raizes e parte aérea referentes aos
experimentos 1 e 2, respectivamente. A avaliacdo de parametros de crescimento,
como a mensuracdo matéria organica da planta apds determinado periodo, traz
informagdes sobre o desenvolvimento da cultura e o impacto do fertilizante na
promocao do crescimento. De acordo com Guimaraes e Stone (2008), a massa fresca
estd diretamente relacionada com o teor de agua na planta e traz informacdes
indiretas sobre a capacidade fotossintética (STRASSBURGER, 2010) (BENINCASA,
2003). De acordo com Pereira e Machado (1987), as avaliagbes de crescimento
trazem informacdes sobre a capacidade de assimilacdo de nutrientes e alocacao de
matéria organica e, portanto, estdo relacionadas com a distribuicdo de massa na
planta (STRASSBURGER, 2010).

Analisando as figuras 18 e 19, observa-se que o sistema GSO, em diferentes
doses, ocasionou incrementos de massa de raizes e parte aérea, em comparacao ao
controle. No experimento 1 o tratamento F3 diferenciou-se estatisticamente dos
demais, aumentando a massa das raizes cerca de 4,5 vezes em relacdo ao controle
(Fo). Além disso, todos os demais tratamentos forneceram incrementos, comparando-
se com o controle (Fo). A avaliagdo de massa de parte aérea demonstrou que o

tratamento F4 destacou-se, em relagéo ao Fo.

Figura 18 - Massa média das raizes (A) e parte aérea (B) referentes ao experimento 1. Médias que
ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.
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Figura 19 - Massas médias das raizes (A) parte aérea (B) referentes ao experimento 2. Médias que
ndo compartilham uma letra sao significativamente diferentes
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No experimento 2, os tratamentos Fz, F3, Fs e F7 diferenciaram-se estatisticamente
do controle Fo, fornecendo incrementos proximos de 1,5 vezes a massa do controle
(Fo). Apesar das avaliagbes de massa de parte aérea ndo apresentarem diferencas
estatisticas, o tratamento Fs aumentou a massa em 20,0 %, em relacdo ao controle
Fo. A figura 20 exemplifica a execucao dos experimentos 1 e 2. Portanto, fica evidente
que o sistema GSO trouxe contribui¢cdes, relacionadas a promocgao de crescimento,

para o desenvolvimento inicial da cultura do feijao.

Figura 20 - Desenvolvimento das sementes de feijdo tratadas com o sistema GSO, em diferentes
doses, nos experimentos 1 e 2
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4. Conclusao

Os resultados alcangados neste capitulo demonstraram o potencial associado ao
uso do Oleo vegetal de goiaba no desenvolvimento inicial e estabelecimento de
plantulas de feijao, a partir do estudo do potencial antioxidante, determinacéo do teor
de compostos fendlicos e veiculacdo do 6leo de goiaba a partir da encapsulacdo em
NLS. Foi possivel compreender os fatores que impactam no desenvolvimento de NLS
(tipo de tensoativo, concentracdo de tensoativo, concentragéo de lipidio e métodos de
resfriamento), desenvolver e caracterizar um sistema encapsulando o 6leo de goiaba,
com tamanho médio 280,59 nm e potencial zeta - 22,4 mV e testar in vivo o efeito do
sistema desenvolvido.

Além disso, foram utilizados materiais com potencial para contribuir para o
reaproveitamento de residuos agroindustriais e diminuir a geracéo de residuos toxicos
para 0 meio ambiente e para a saude humana, considerando que tratam-se de
materiais de origem natural e biotecnolégica. Nesse ambito, a biodiversidade brasileira
apresenta uma ampla diversidade de 6leos vegetais passiveis de exploracao.

Por fim, considera-se que a validacdo in vivo, resultados iniciais acerca da
validagdo do efeito bioestimulante associado ao sistema GSO, que mesmo
necessitando de continuidade, como testes em casa de vegetacdo ou campo, abrem

caminho para novos desenvolvimentos relacionados.
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CAPITULO 2 - CO-ENCAPSULACAO DE OLEO ESSENCIAL DE
MELALEUCA E OLEO VEGETAL DE PEPINO EM NANOCAPSULAS
POLIMERICAS APLICADAS NO REVESTIMENTO DE FRUTAS COM
POTENCIAL EFEITO PROTETOR

1. Introducéao

1.1. Biodefensivos

Biodefensivos sdo substancias oriundas de organismos vivos, como plantas,
bactérias, fungos, virus e nematéides, que possuem bioatividade contra patégenos e,
portanto, podem ser utilizadas no controle de pragas agricolas, na protecdo de
produtos poés-colheitas e na preservacdo de sementes. Dentre os grupos de
biodefensivos citados, o0 uso de produtos botanicos vem ganhando relevancia,
considerando a baixa toxicidade, biodegradabilidade, rapida decomposicdo e
sustentabilidade, diferenciando-os dos pesticidas quimicos (NOLLET e MIR, 2023)
(GUPTA, SINGH, et al., 2023). Os mecanismos de controle a partir da utilizacao de
biodefensivos contemplam a capacidade de combate direto ao patdgeno e a inducao
de resisténcia, desencadeando mecanismos latentes de defesa do organismo vegetal
(KESRAOUI, ANDRES, et al., 2022) (VERO, GARMENDIA, et al., 2023).

Além dos patdégenos e pragas que afetam as culturas durante o periodo de plantio
e cultivo, as perdas de frutas e vegetais pos-colheita representam uma preocupacao
mundial, responsaveis por cerca de 30,0 a 40,0 % das perdas ao longo da cadeia de
abastecimento e ocasionadas por fatores como armazenamento, embalagem e
manuseio inadequados, perdas de agua e contaminacao microbiana, que ocasionam
danos fisiolégicos, afetando a qualidade nutricional, sabor, cor e texturas, impactando
significativamente na diminuicdo do prazo de validade destes alimentos (GOSWAMI,
MONDAL, et al., 2024). No ano de 2019, o Relatério do indice de Desperdicio
Alimentar do Programa das Nac¢des Unidas para o Ambiente, divulgou que 20,0 % dos
931 milhdes de toneladas de alimentos desperdicados correspondem a frutas e
vegetais (PROKIC, CURCIC, et al., 2022).

De acordo com Sivakumar e Bautista-Bafios (2014), as doencas pos-colheita
consistem na principal causa das perdas de hortifruti, afetando a qualidade e

restringindo o prazo de validade destes alimentos. Nesse sentido, os produtos
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defensivos quimicos utilizados para este fim vém sendo repreendidos por paises
importadores de produtos frescos, devido aos residuos de pesticidas, por meio da
implementagcdo de legislacbes que estabelecem niveis maximos de residuos
permitidos na porcdo comestivel da fruta (SIVAKUMAR e BAUTISTA-BANOS, 2014).
Além disso, o desenvolvimento de resisténcia aos pesticidas pelos patdégenos, que por
vezes impactam no aumento da dose associada ao produto, e o descarte inadequado,
podem afetar a saude do solo, a fauna e os recursos hidricos (IPPOLITO e NIGRO,
2000).Nesse ambito, produtos naturais, como extratos e 6leos essenciais, surgem
como uma alternativa promissora para substituicdo dos defensivos quimicos, trazendo
um carater sustentavel, biodegradabilidade, baixa toxicidade e impacto ambiental
(SIVAKUMAR e BAUTISTA-BANOS, 2014).

Xing et al. (2019) testaram nanoparticulas de prata incorporadas em
carboximetilcelulose e goma guar aplicadas no revestimento de mangas,
armazenadas apos a colheita durante 4 semanas. Constatou-se que 0s sistemas
nanométricos foram eficientes em retardar o amadurecimento dos frutos e manter sua
qualidade durante o armazenamento refrigerado, prolongando sua vida atil (XING, LI,
et al., 2019). Hasheminejad e Khodaiyan (2020) investigaram a vida 0til de romas
revestidas com o6leo essencial de cravo, encapsulado em matriz de quitosana, e
observaram que foi possivel prolongar a conservacéao da fruta por 54 dias, ao contrario
do controle que tornou-se inutilizavel apés 18 dias de armazenamento, devido a
incidéncia de doencas flngicas e decomposi¢cdo (HASHEMINEJAD e KHODAIYAN,
2020).

Arroyo et al. (2020) demonstraram que revestimentos nanoestruturados a base de
quitosana, alginato e misturas de quitosana e alginato e ZnO (que apresentam
propriedades antimicrobianas), evitaram o apodrecimento, estendendo a vida Gtil da
goiaba para 20 dias, enquanto os frutos néo revestidos duraram apenas cerca de 7
dias (ARROYO, BEZERRA, et al., 2020). Das et al. (2023) relatou que o revestimento
de uvas de mesa com nanoemulsédo de quitosana carregada com o6leo essencial de
Angelica archangelica, resultou na manutencdo dos atributos de qualidade (peso,
acidez titulavel, teor de fendlicos e pH) e inibiu o crescimento Botrytis cinerea, fungo
causador da “podridao cinzenta” (DAS, CHAUDHARI, et al., 2023).

Gongalves et al. (2024) avaliou a eficacia de emulsdes contendo 6leo essencial de

melaleuca contra a antracnose em bananas, principal doenca que afeta a cultura apés
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a colheita. Apos 8 dias de armazenamento a 25°C, as bananas tratadas com emulsdes
contendo diferentes concentracfes de 6leo essencial de melaleuca (0,50, 1,00, 2,00,
3,00, 4,00 e 5,00 pg/L) apresentaram reducdes significativas na curva de progresso
da doenca (80,0 %, 90,0 %, 95,0 %, 96,0 %, 97,0 % e 98,0 %), dependentes do
aumento da concentracdo do 0leo essencial. Arcot et al. (2024) encapsularam o 6leo
essencial de canela em matriz de proteina de soro de leite, incorporaram as
nanoparticulas resultantes em parafina. O revestimento resultante foi avaliado
mediante testes in vitro, que demonstraram a inibigéo do crescimento micelial do fungo
Aspergillus flavus, responsavel por causar bolor em macas (ARCOT , MU, et al., 2024).

O interesse pela substituicdo de compostos sintéticos por equivalentes naturais
e/ou biotecnoldgicos vém motivando o estudo de materiais pouco explorados e o
desenvolvimento de métodos de producdo verdes, considerando os beneficios
associados a saude humana, meio ambiente e sustentabilidade. Nesse ambito,
insumos de origem natural, como polimeros e 6leos essenciais, vém incentivando o
desenvolvimento e aprimoramento de tecnologias de alto valor agregado, incluindo
avancos em nanotecnologia (GUPTA, BANSAL, et al.,, 2013) (SRIVASTAVA e
BHARGAVA , 2022) (THAKUR, PRASAD, et al., 2021).

1.2. Oleos naturais

Os oleos essenciais (OE), tradicionalmente utilizados na composicao de
perfumes e industria alimenticia, podem ser extraidos de diferentes partes da planta,
como folhas, flores e troncos, por meio de técnicas de destilagdo a vapor, e outras
técnicas menos comuns. Os OE diferenciam-se dos 6leos vegetais devido a sua
composicdo complexa, que consiste majoritariamente de compostos organicos
volateis, de baixa massa molar, pertencentes principalmente as classes de
terpendides e fenilpropandides, responsaveis por promover a bioatividade destes
materiais (SEMERDJIEVA, ZHELJAZKOV, et al., 2024) (WARRIE, DURENNE, et al.,
2020). Sao produzidos naturalmente pelas plantas, como metabdlitos secundarios,
como mecanismo de defesa direta e indireta contra patégenos (PAVELA e BANELLI,
2016).

Os OE sao fontes de substancias biologicamente ativas que podem apresentar
acao antioxidante, antifingica, antibacteriana, anti-inflamatoria, herbicida e
nematicida (KESRAOUI, ANDRES, et al., 2022) (BASSOLE e JULIANI, 2012)
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(MAZROU, 2019). Essas propriedades permitem que sejam utilizados na preservacao
de alimentos, na eliminacéo de pragas agricolas e no tratamento de doencas tépicas,
como acne (GUPTA, BANSAL, et al., 2013) (YUE, SHAO, et al., 2020).

No entanto, estes materiais podem ser volateis, instaveis, sensiveis a luz,
temperatura, pH e oxidacdo (ZHANG, SUN, et al., 2011). Assim, seu encapsulamento
representa uma alternativa importante para preservar suas propriedades (ZHANG,
SUN, et al., 2011). Com este proposito, este trabalho descreve a co-encapsulagéo do
Oleo essencial de melaleuca e do 6leo da semente de pepino, associacdo nao
encontrada na literatura.

O dleo essencial de melaleuca (OM) é extraido por destilacdo das folhas da arvore
Melaleuca alternifolia Cheel, nativa da Australia. E popular no tratamento de doencas
causadas por fungos, apresenta acdo antisséptica e antibacteriana, além de acéo
repelente contra Aeds aegypti, porém é volatil e lipofilico, portanto sua aplicacdo em
formulacdes aquosas € dificultada (ZHANG, SUN, et al., 2011) (KNIGHT e HAUSEN ,
1994) (FONSECA-SANTOS, PACHECO, et al., 2019) (DUARTE, TAIRA, et al., 2020)
(GAO, ZHOU, et al., 2020).

O 6leo de semente de pepino, Cucumis sativus (OP), é nativo da india e apresenta
propriedades medicinais, como atividade antioxidante e capacidade de reducéo
glicémica. Quando usado nas formas tdépica ou oral, pode reduzir o aspecto
envelhecido, acelerar o metabolismo e melhorar a imunidade (NAYIK e GULL, 2020).
Nesse sentido, a encapsulacdo é uma abordagem tecnolégica interessante para
ampliar o leque de aplicacédo desses 6leos, superando as limitacdes proporcionadas

pelo seu carater lipofilico nas formulacoes.

1.3. Nanocéapsulas poliméricas

Nanocapsulas poliméricas (NC), cuja estrutura genérica estd demonstrada na
figura 21, sdo sistemas menores que 1,0 ym, compostas por nucleos oleosos
circundados por paredes poliméricas estabilizadas por tensoativos, normalmente n&o-
idnicos (LERTSUTTHIWONG, NOOMUN, et al., 2008) (HOSSEINI, HOSSEINI, et al.,
2012). Lertsutthiwong et al. (2008) e Hosseini et al. (2012) descreveram que um
método comum para o preparo de hanocapsulas baseia-se na deposi¢do do polimero
na superficie da gota de 6leo, seguida da reticulagdo do polimero (GUPTA, BANSAL,
et al., 2013). A reticulacéo torna a matriz polimérica rigida, promovendo estabilidade
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ao sistema ao longo do tempo por meio da preservacao de sua estrutura (GUPTA,
BANSAL, et al., 2013).

Figura 21- Estrutura genérica para nanocapsulas poliméricas

Legenda:

Polimero

OWW‘ Tensoativo

’ Principio ativo

Fonte: Autora.

O alginato é um biopolimero hidrofilico versatil sintetizado por algas marrons e
algumas bactérias. E biocompativel, biodegradavel e sofre reticulacdo na presenca de
cations divalentes, como ions de calcio (PAQUES, LINDEN e RIJN, 2014). O alginato
permite a formacdo de nanoparticulas em condicbes brandas, favorecendo a
encapsulacdo de substancias volateis e sensiveis a temperatura (OLIVEIRA, PAULA
e PAULA, 2014) (TeNNESEN e KARLSEN, 2002).

Embora existam métodos bem estabelecidos para producéo de nanoparticulas na
literatura, a necessidade de customizar estes sistemas, considerando as propriedades
do ativo encapsulado, faz com que esta ciéncia esteja em constante expansao. Nesse
ambito, a nanotecnologia verde visa estabelecer métodos sustentaveis que
dispensem o uso de solventes organicos, materiais e processos que gerem toxicidade
ao meio ambiente e a saude humana. Além disso, visa valorizar a utilizacdo de
materiais de origem renovavel e biodegradaveis. Assim, pratica da quimica verde
pode trazer impactos benéficos significativos para a sociedade, contribuindo para o
desenvolvimento de produtos e processos para uso em saude, agricultura, energia,
cosmeéticos, recuperacdo ambiental, entre outros (GUPTA, BANSAL, et al., 2013)
(SRIVASTAVA e BHARGAVA , 2022) (THAKUR, PRASAD, et al., 2021).
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Este trabalho, descreve a co-encapsulacdo do OM e OP em matriz de alginato,
empregando-se diferentes concentracbes de polimero e tensoativo, a fim de
compreender os impactos da variagdo destes parametros no sistema visando o
alcance de uma formulacdo estavel, aplicando-se um método de preparo verde. As
nanocapsulas resultantes foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula,
potencial zeta, eficiéncia de encapsulacédo e estabilidade visual ao longo do tempo.
Além disso, atividade antioxidante e propriedades antimicrobianas das nanocapsulas
foram avaliadas, a partir de métodos quantitativos e qualitativos, respectivamente.

Embora existam relatos da encapsulacéo do 6leo de melaleuca em nanocapsulas
poliméricas, ndo foram encontrados trabalhos que descrevam a encapsulacdo e
avaliacdo das propriedades da mistura de 6leos (melaleuca + pepino) em sistemas de
alginato, fato que confere um carater inovador a este trabalho (YUE, SHAO, et al.,
2020) (ZHANG, SUN, et al, 2011) (LERTSUTTHIWONG, ROJSITTHISAK e
NIMMANNIT, 2009) (CAl, ZHANG, et al, 2021) (SATHIYASEELAN,
SARAVANAKUMAR, et al., 2021).

2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

2.1.1. Reagentes

Alginato de sédio (Exodo cientifica); Tween-80 (Dinamica, CAS: 9005 — 65 — 6);
cloreto de calcio (Dinamica, CAS: 10043-52-4); etanol absoluto PA (Exodo cientifica,
CAS: 64-17-5), 6leo de semente de pepino (Engenharia das Esséncias), 6leo de
melaleuca (Agttec Inovacao LTDA) Tetraciclina (Sigma Aldrich — CAS: 60-54-8); 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (Sigma Aldrich, CAS: 18-98-66-4); agar-nutriente foi Kasvi.

2.1.2. Bactérias

E. coli (ATCC 43895) e S. aureus (ATCC 14458), adquiridas da American Type
Culture Collection, ATCC, EUA.
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2.1.3. Equipamentos

Agitador magnético Ethinik; espectrofotdmetro UV-vis BEL UV-M51; DLS Zetasizer
(Malvern Panalytical); incubadora BOD SL-120; autoclave Prismatec CS 300.

2.1.4. Outros

Morango, goiaba e sementes de abobora, adquiridas no comércio local.

2.2. Métodos

2.2.1. Avaliacao dos potenciais antioxidantes e antimicrobianos dos 6leos

de melaleuca e pepino

Os 6leos de melaleuca e pepino foram caracterizados usando metodologias
indiretas, mediante a disponibilidade de reagentes e equipamentos.

Os potenciais antimicrobianos do OM, OP e OM + OP (1:1 v/v) foram avaliados
pelo ensaio de difusdo em placa de agar, utilizando as bactérias E. coli (Gram-
negativa, ATCC 43895) e S. aureus (Gram-positiva, ATCC 14458). Neste
procedimento, apls a esterilizacdo dos materiais, em autoclave a 110°C, o meio de
cultura agar-nutriente foi fundido e utilizado no preenchimento das placas de Petri
(20,0 mL de &gar-nutriente por placa de petri). Apos a secagem do agar, procedeu-se
com a inoculacdo das bactérias. Em seguida, foram utilizados 20,0 yL de cada
amostra para umedecer o disco de papel filtro (8 mm de diametro), que foram inseridos
na superficie do agar. Tetraciclina (20,0 uL, solugdo aquosa 0,285 mg/mL) foi usada
como controle positivo. As placas de Petri foram incubadas por 24 horas a 37°C. O
potencial antimicrobiano dos materiais foi avaliado mediante o aparecimento de halos
de inibicdo.

O potencial antioxidante do OM, OP e OM + OP (1:1 v/v) foi avaliado seguindo o
procedimento descrito no item 2.2.2, do Capitulo 1. Neste experimento, as amostras
foram dissolvidas em etanol e foram preparadas curvas de calibragdo de 0,0 a 30,0

mg/mL.
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2.2.2. Preparo das nanocapsulas poliméricas

O conjunto experimental mostrado na tabela 8 foi proposto com o intuito de
possibilitar o estudo da influéncia da concentracdo de polimero e tensoativo nas
propriedades fisico-quimicas das NC.

As NC foram preparadas considerando as metodologias propostas por
Lertsutthivong et al. (2008) e Hosseini et al. (2013), com modificacdes.
Primeiramente, o alginato de sodio foi dissolvido em 20,0 mL de agua destilada,
utilizando-se as massas indicadas na tabela 8, e mantido sob agitacdo magnética (600
rpm) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado o
tensoativo Tween-80, e prosseguiu-se com a agitacdo por 10 minutos, originando a

fase aquosa, como demonstrado pela figura 22.

Tabela 8 - Composi¢do das nanocapsulas poliméricas

Amostra  Alginato (g) Tween-80 (g) Solugdo CaCla(aq) (ML)  Mistura de 6leos (g)  Volume total de agua (mL)
ALG-1 0,30 0,30 10,0 0,30 20,0
ALG-1 0,15 0,30 10,0 0,15 20,0
ALG-3 0,03 0,30 10,0 0,03 20,0
ALG-4 0,30 0,03 10,0 0,30 20,0
ALG-5 0,30 1,50 10,0 0,30 20,0

Fonte: Autora.

Figura 22 - Método de preparo para as hanocépsulas poliméricas

% Sol. CaCI2 (aq)

Abertura do polimero Adigdo do tensoativo
\
Fase Fase Fase
aquosa » aquosa » oleosa ] » ]
« « « J
[ Camiaasiiten)

600 rpm
600 rpm 600 rpm
P P! T ambiente 600 rpm
T ambiente T ambiente : T ambiente
30 min 10 min i

Fonte: Autora.

A fase oleosa foi preparada utilizando a mistura de 6leos (150,0 mg de OM +

150,0 mg de OP) dissolvida em 150,0 pL de etanol. As NC foram preparadas vertendo
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a fase aquosa na fase oleosa e agitando o sistema a 600 rpm, durante 30 minutos.
Apos a emulsificacdo, 10,0 mL de solugdo aquosa de CaClz 0,006 g/mL foram
adicionados lentamente a emulséo, agitando a 600 rpm, para reticulacao do alginato.
ApOs o preparo, as amostras foram fotografadas e armazenadas a temperatura

ambiente, até o momento das analises subsequentes.

2.2.3. Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas

O tamanho das patrticulas foi determinado pelo método de espalhamento dinamico
de luz (DLS) utilizando equipamento Zetasizer (Nano-Zs, Malvern Instruments). As
amostras foram diluidas 10 vezes com agua deionizada e as medicdes foram
realizadas a 25°C. As medi¢cbOes foram feitas em triplicata com 3 varreduras por
amostra (LERTSUTTHIWONG, NOOMUN, et al., 2008).

O potencial zeta foi determinado pela medicdo da mobilidade eletroforética das
nanoparticulas utilizando um equipamento Zetasizer de espalhamento dinamico de luz
(DLS) (Nano-Zs, Malvern Instruments). As amostras foram diluidas 10 vezes com
agua deionizada e as medicdes foram feitas em triplicata com 3 determinacdes para
cada uma (LERTSUTTHIWONG, NOOMUN, et al., 2008).

A eficiéncia EE % foi calculada seguindo o procedimento descrito no item 2.2.4, do
Capitulo 1, com modificagBes. A amostra de NC foi centrifugada a 5.000 rpm, durante
10 minutos e o comprimento de onda utilizado para analise do sobrenadante foi 274

nm.

2.2.4. Avaliacao do efeito protetor do sistema ALG-1 aplicados em frutas e

sementes

Inicialmente, as frutas morango e goiaba e sementes de abdbora foram
higienizadas com agua de torneira e sab&do neutro. Em seguida, as amostras foram
revestidas com uma fina camada da formulacdo ALG-1, que foi espalhada na
superficie da fruta/semente com o auxilio de um pincel. As amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente, em ambiente aberto e luz natural, durante 18
dias, visando o acompanhamento do envelhecimento delas. Amostras n&o revestidas

foram utilizadas como controle. As frutas morango e goiaba, bem como as sementes
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de abodbora, foram selecionados para o estudo devido a sua suscetibilidade a

microrganismos e curto prazo de validade.

2.2.5. Anélise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo

teste de Tukey. Em todos os casos, um valor p<0,05 indica significancia estatistica.

3. Resultados e discusséo

3.1. Preparo das nanoparticulas

De acordo com Lertsutthiwong et al. (2008) e Hosseini et al. (2013), os métodos
convencionais aplicados na producdo de NC baseiam-se na deposicdo de um
polimero ao redor das goticulas da emulsao. Neste método classico, a fase aquosa
(composta de agua, polimero e tensoativo) é lentamente vertida sobre a fase oleosa
(ingrediente ativo lipofilico + solvente organico) e, em seguida, sonicada visando a
geracdo de uma emulsao 6leo em agua. Finalmente, o agente reticulante é lentamente
adicionado a emulsdo dando origem uma rede polimérica reticulada ao redor das
goticulas (PAQUES, LINDEN e RIJN, 2014).

Neste trabalho, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa e, em seguida, a
mistura foi homogeneizada utilizando um agitador magnético, a 600 rpm. Por fim,
solucéo de cloreto de calcio foi adicionada lentamente ao sistema, com o auxilio de
uma bureta, seguindo o método convencional de reticulacao. A adi¢cao da fase aquosa
sob a fase oleosa e a utilizagdo do agitador magnético para homogeneizar o sistema
foram escolhidos para diminuir o tempo e 0s custos de processo, pensando no
possivel escalonamento do processo. Além disso, o uso do OP foi motivado visando
o0 aumento da lipofilicidade da fase oleosa, a fim de favorecer a formacgéo da emulséo,
em combinacdo com o OM.

A figura 23 representa a estrutura fisico-quimica das NC produzidas neste
trabalho. O ndcleo oleoso, composto pela mistura de 6leos (OM + OP 1:1 viv),
demonstra-se estabilizado por Tween-80, formando uma emulsdo Oleo em agua, na
qual a gota de o6leo constitui 0 centro da particula. As cadeias alifaticas do tensoativo

interagem com o 6leo por forcas hidrofébicas (dipolo-dipolo, Van der Waals). A cabeca
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polar do tensoativo permanece na interface com a agua e o nucleo oleoso, expondo
0s grupos hidroxila do tensoativo na superficie da gota, que interagem estericamente
com as cadeias de alginato. A reticulacéo fisica, também chamada de geilificacao, €
o resultado da interacdo entre cargas negativas das macromoléculas de alginato com
os cations divalentes de célcio (Ca?*). A densidade das ligagGes cruzadas aumenta
as propriedades mecanicas do meio, 0 que pode aumentar a viscosidade da emulséao,

de acordo com 0 aumento da concentragéao de alginato.

Figura 23 - Estrutura fisico-quimica das nanocapsulas de alginato com ndcleo oleoso

Fonte: Autora.

A figura 24 mostra as formulacdes de NC, gue mantiveram-se estaveis apos 3

meses de armazenamento, ndo apresentando separacdo de fases.

Figura 24 - Amostras ap6s 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente

Fonte: Autora.
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As analises de DLS, mostradas graficamente na figura 25, indicaram que o
aumento da concentracdo de tensoativo ocasionou o aumento do tamanho de
particula, conforme mostrado na tabela 2 e figura 3 A. De acordo com Kroll et al.
(2022), o tamanho de particula aumenta com o aumento da concentracdo do
tensoativo néo-idnico, como resultado da automontagem das micelas no sistema
(KROLL, BENKE, et al., 2022).

Como mostrado pela figura 3B, os valores de potenciais zetas relacionam-se
com a concentracao de alginato, de modo que o aumento da concentracao de alginato

ocasiona o aumento do potencial zeta, como pode ser observado nas amostras ALG-

1 (concentracdo de alginato = 1,0 % e potencial zeta = - 31,0 mV), ALG -2
(concentracdo de alginato = 0,5 % e potencial zeta = - 28,2 mV) e ALG-3
(concentracao de alginato = 0,1 % e potencial zeta = — 20,9 mV). Estes resultados

corroboram com o trabalho de Lertsutthiwong et al. (2008), considerando uma mesma
concentracdo de tensoativo. Além disso, observa-se que o aumento na concentracao
do tensoativo diminui os valores do potenciais zetas, como mostrado para ALG-4
(Tween 80 = 0,1 %p e potencial zeta = -36,9 mV) e ALG-5 (Tween 80 = 5,0 % e
potencial zeta = - 14,3 mV), um comportamento tipico de tensoativos nao-idnicos
(LERTSUTTHIWONG, NOOMUN, et al., 2008; ZHAO, CUI, et al., 2020). De acordo
com Mora-Huertas et al. (2010), o potencial zeta de nanocapsulas € dependente da
natureza quimica do polimero, do tensoativo e do pH do meio, de modo que, valores
de potenciais zetas entre — 25,0 e — 30,0 mV conferem boa estabilidade ao sistema
devido a alta barreira de energia entre as particulas.

A amostra ALG-1 foi escolhida para ser utilizada nos proximos testes devido a
distribuicdo de tamanho de particula (244,3 nm). Cadena et al. (2018) relatou que o
ajuste de tamanho de particula € essencial para o controle ou prevencdo da
internalizacdo dos nanossistemas na planta, de modo que particulas de tamanho
inferior a 8 nm séo capazes de penetrar na célula (CADENA, PRESTON,, et al., 2018).
A faixa de tamanho de particula escolhida (> 100 nm) apresenta baixo risco de
penetracdo no tecido (BECK, GUTERRES e POHLMANN, 2011).
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Tabela 9 - Teores de polimero e tensoativo e impacto no tamanho de particula

Amostra Concentracéo de Concentragéo de Proporcéo de Tamanho de Desvio

polimero tensoativo (g/mL) tensoativo:polimero particula padrédo
(9/mL) (nm)

ALG-1 0,010 0,010 1,0 244,3+0,5 66,7

ALG-2 0,005 0,010 2,0 509,2+0,5 138,6

ALG-3 0,001 0,010 10,0 3975,0+0,5 1083,0

ALG-4 0,010 0,050 50 589,7+0,5 160,6

ALG-5 0,010 0,001 0,1 157,3+0,5 42,8

Fonte: Autora.

Figura 25 - A) Variagcdo do tamanho de particula em funcéo da concentracéo de tensoativo B)
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Fonte: Autora.

Segundo Yang et al. (2018), os 6leos vegetais sao fontes de acidos graxos
essenciais e vitaminas lipossoluveis (YANG, ZHANG, et al., 2018). Murthy et al. (2021)
avaliou a composicdo do 6leo extraido das sementes de Cucumis sativus L.
identificando minerais (potassio, zinco e manganés). Foi detectada a presenca de
compostos fendlicos, flavondides, taninos, acido fitico e acido oxalico, classificados
como antioxidantes. Os &cidos graxos linoleico, palmitico, oleico e estearico
apareceram como gorduras predominantes (MURTHY, DEWIR, et al., 2021). Dutta
(2018) também identificou a presenc¢a dos acidos graxos linoleico, oleico, palmitico e
estearico como principais componentes do 6leo de semente de pepino.

Yasin et al. (2021) relatou que o OM é composto cerca de 100 substancias
diversas, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, fenilpropandides e metil
eugenol. Yu et al. (2015) e Groot e Schimidt (2016) descreveram que 0s principais

componentes do OM consistem em terpinen-4-ol e 1,8-cineol, terpenos responsaveis
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pelo efeito antimicrobiano. Entretanto, a composi¢ao dos OE pode variar, dependendo
do ambiente de cultivo da planta originaria e estresses biéticos e abidticos (MAES,
BOUQUILLON e FAUCONNIER, 2019).

3.2. Eficiéncia de encapsulacéao

A amostra ALG-1 apresentou uma eficiéncia de encapsulacdo de 85,48 %,
indicando que o método de preparo e a composicdo foram adequados para o
carregamento de particulas com a mistura de Oleos. A alta EE % tende gerar um
sistema com desempenho de liberacdo superior, uma vez que quase toda a
substéancia ativa foi incorporada nas nanocapsulas, sendo, portanto, regidas por um
comportamento de liberacdo Unica, com pouca influéncia da contraparte livre na
matriz. Oliveira et al. (2014) e Ahamad et al. (2006) demonstraram EE % entre 50,0 e
90,0 %, considerando sistemas semelhantes. De acordo com Mora-Huertas et al.
(2010), a eficiéncia de encapsulacdo de nanocapsulas € determinada pela natureza
qguimica do principio ativo, em particular a polaridade, de modo que principios ativos
lipofilicos atingem maiores EE %, em comparacao aos principios ativos hidrofilicos,
cujas EE % nao ultrapassam 10,0 %.

3.3. Potenciais antioxidantes e antimicrobianos

Os potenciais antioxidantes das amostras dos 6leos de melaleuca e pepino livres
e combinados foram abordados graficamente pela figura 26. Como mencionado no
capitulo 1, o método espectrofotométrico para determinacgéo da atividade antioxidante
utiliza o DPPH, radical livre estavel com um elétron de valéncia desemparelhado, que
possui cor violeta e absorcdo na regidao de 515 nm. Quando a solucédo de DPPH
interage com agentes antioxidantes, o radical é reduzido e a cor violeta é perdida. A
curva de calibragé@o € aplicada no célculo do ICso, que corresponde a concentracao
antioxidante capaz de inibir 50,0 % da atividade do radical DPPH (CHIARI, TROVATTI,
et al., 2014) (CHIARI, SEVERI, et al., 2012). Os valores médios de ICso para os 6leos
de melaleuca, pepino e melaleuca + pepino foram 24,42 + 0,41 mg/mL, 7,17 £ 0,08

mg/mL e 11,89 £ 0,19 mg/mL, respectivamente.
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Figura 26 - Atividade antioxidante do 6leo de pepino + 6leo de melaleuca, 6leo de pepino livre e éleo
de melaleuca livre
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Fonte: Autora.

Os potenciais antimicrobianos dos O6leos livres e sua associacdo foram
validados utilizando o ensaio de difusdo em placa de &gar contra E. coli e S. aureus,
como mostrado pela figura 27.

Figura 27 - Avaliacédo da atividade antimicrobiana in vitro. TO = éleo de melaleuca, CO = dleo de
pepino

Fonte: Autora.

O Oleo de melaleuca foi capaz de inibir o crescimento de ambos o0s
microrganismos, enquanto o 6leo de pepino ndo impactou no crescimento das
bactérias. A mistura de Oleos (6leo de melaleuca + 6leo de pepino) apresentou um
halo de inibicdo menor que o 6leo de melaleuca, correspondente a sua atividade na
mistura, considerando a falta de contribuicdo do 6leo de pepino. Além disso, os
resultados mostraram maior inibicdo das bactérias Gram-negativas pelo 6leo de
melaleuca, em relacdo ao controle positivo. Esta alta atividade inibitoria do 6leo de

melaleuca torna este 6leo promissor para aplicacdo no controle de patégenos.
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Os resultados de atividade antioxidante e antimicrobiana determinados neste
trabalho corroboram com resultados mostrados na literatura, de modo que o 6leo de
melaleuca apresentou valores de I1Cs0 48,35 pyg/mL e 10,0 pL/mL, utilizando o radical
DPPH, nos trabalhos de Zhang et al. (2018) e Kim et al. (2004), respectivamente.
Enquanto Porusia e Septiyana (2021), relatou que o 6leo de melaleuca foi capaz de
inibir de 80,0 a 89,5 % dos radicais DPPH presentes no meio (ZHANG, GUQO, et al.,
2018) (KIM, CHEN, et al., 2004) (PORUSIA e SEPTIYANA, 2021).

Zhang et al. (2018) e Begun et al. (2019) demostraram a inibicdo do crescimento
de S. aureous e E. coli, determinando a concentracdo minima de 6leo de melaleuca
necessaria para inibir o crescimento das bactérias mencionadas. Sotiroudis et al.
(2010) relatou que o extrato aquoso de Cucumis sativus, a 500 pg/mL, inibiu cerca de
56,0 % dos radicais DPPH e apresentou potencial antibacteriano (SOTIROUDIS,
MELLIOU, et al., 2010). Com base nestes resultados, o 6leo de pepino possui
potencial para atuar como conservante natural nas indastrias farmacéutica, alimenticia

e agricola.

3.4. Avaliacao do efeito protetor in vivo

A Figura 23 apresenta os resultados do efeito protetor do sistema ALG-1 aplicado
no revestimento de morango, goiaba e sementes de abdbora apés 6, 8 e 18 dias de
armazenamento. Os resultados indicaram que 0 revestimento proporcionou protecao
antimicrobiana, evitando o apodrecimento do morango e da goiaba. Além disso, as
imagens mostram visualmente que a maturacdo das goiabas foi retardada,
possivelmente pelo efeito antioxidante proporcionado pelo revestimento.

Liu et al. (2020) verificou que aplicagéo, via imersdo, de 0,5 mM de melatonina em
mangas viabilizou o retardo da maturacéo, a partir da avaliacdo dos parametros de
firmeza, cor da polpa, niveis de B-caroteno, teor de sélidos solluveis e acidez titulavel.
Na agricultura, a melatonina vem sendo associada a capacidade de inibicdo de
radicais livres, ativadora do sistema antioxidante e inibidora da sintese de etileno,
contribuindo para o retardo da maturacdo de frutas como uvas, mangas e bananas
(LIU, HUANG, et al., 2020). Giménez et al. (2016) avaliou o efeito da aplicacdo pos-
colheita do salicilato de metila (composto fendlico antioxidante) em cereja doce,
durante 20 dias de armazenamento, e constatou que além da melhora do shelf-life,

por meio da reducdo do amolecimento, perdas de acidez e aumento teor de
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compostos bioativos, em comparacdo ao controle. O retardo da maturacao foi
atribuido ao aumento do teor de compostos fendlicos, antocianinas, catalase,
peroxidase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase, responsaveis pela
eliminagdo de espécies reativas de oxigénios associadas ao amadurecimento e
senescéncia (GIMENEZ, VALVERDE, et al., 2016) (VALERO, DIAZ-MULA, et al.,
2011). Zhu et al. (2021) demonstrou que o0 acido rosmarinico, um composto
antioxidante, retardou o amadurecimento de tomates a partir da inibicdo da producéo
de etileno e da supresséo da degradacao de sacarose e acido malico. Além disso, 0s
tomates tratados com acido rosmarinico apresentaram maiores teores de aminoacidos
(acido aspartico, serina, tirosina e prolina) e fortaleceu o sistema antioxidante (ZHU,
WU, et al.,, 2021). Os trabalhos mencionados abordam a acdo de compostos
antioxidantes sob o retardo da maturacéo de frutas e vegetais, diante disso, acredita-
se que o retardo da maturacao observado neste trabalho esta associado ao potencial
antioxidante dos oleos avaliados.

O uso principios ativos nanoencapsulados vém sendo relatados, visando o
aumento da vida util de produtos naturais, como carnes, sementes e frutas (HU,
WANG, et al., 2015) (RAHNEMOON, SARABI-JAMAB, et al., 2021). Cai et al. (2021)
relatou a incorporacdo do OE de melaleuca em nanofibras de polissacarideos e
encapsulado em nanoparticulas de gliadina utilizadas no controle de Salmonella
typhimurium em carnes suinas e avinas. O tratamento das carnes ocasionou a inibicdo
de 97,0 % e 98,0 % do crescimento bacteriano, nas amostras de frango e porco,
respectivamente. O revestimento também retardou o processo de peroxidagao
lipidica, mantendo a textura e a cor das carnes durante 5 dias de armazenamento
(CAI, ZHANG, et al., 2021).

Mohammadi, Hashemi e Hosseni (2015) demonstraram a eficacia do Oleo
essencial de Cinnamomum zeylanicum encapsulado em matriz de quitosana no
prolongamento da vida util dos pepinos em até 21 dias, versus 15 dias para as
amostras néo revestidas (MOHAMMADI, HASHEMI e HOSSEINI, 2015).
Sathiyaseelan et al. (2021) avaliaram a conservacdo de pimentbes vermelhos
revestidos com 0Oleo essencial de melaleuca encapsulado em matriz de quitosana, e
constataram que o0s pimentdes revestidos mantiveram sua textura e qualidade ao
longo de 18 dias, a 4°C (SATHIYASEELAN, SARAVANAKUMAR, et al.,, 2021).
Mondéjar-Lopez et al. (2022), avaliaram o revestimento de sementes com Oleo
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essencial de alho encapsulados em matriz de quitosana e observaram que o
revestimento apresentou acdo antifungica contra Aspergillus versicolor, Aspergillus
niger e Fusarium oxysporum, promoveu a emergéncia de plantulas (trigo, aveia e
cevada) e aumentou a massa fresca da parte aérea e da raiz (MONDEJAR -LOPEZ,
RUBIO-MORAGA, et al., 2022).

Portanto, considerando os resultados apresentados na figura 28 e comparando 0s
resultados com os relatos descritos acima, fica evidente que o sistema desenvolvido
neste trabalho mostra-se adequado para conservacgao de alimentos e sementes. Além

disso, o OE de melaleuca abrange um amplo espectro de a¢ao antimicrobiana.

Figura 28 - Efeito do revestimento de morangos, goiaba e sementes de abdbora apds 6, 8 e 18 dias,
respectivamente

Dia 5

Fonte: Autora.



78

4. Conclusao

Os resultados alcancados neste capitulo demonstraram o potencial associado ao
uso de Oleos naturais encapsulados na conservacdo de frutas e sementes. Os
resultados mostraram que foi possivel desenvolver um sistema nanoestruturado
estavel, com tamanho variando de 200,0 a 400,0 nm, com alta eficiéncia de
encapsulacao (cerca de 85,0 %), e compreender os parametros que influenciam na
formacéo das nanoparticulas.

Além disso, o revestimento das frutas e sementes inibiu o crescimento de
microrganismos e retardou a maturagdo dos frutos, mostrando a eficacia do sistema
desenvolvido na protecdo e aumento do shelf-life. O emprego de 6leos vegetais no
retardo da maturacdo de frutos abre caminhos para novos desenvolvimentos,
considerando a diversidade de 6leos, oriundos de residuos industriais, como abordado
no Capitulo 1.

Por fim, € importante ressaltar que este trabalho descreveu o desenvolvimento e
aplicacdo de um sistema nanotecnoldgico verde, livre de solventes organicos, nao

toxico, biodegradavel e ecologicamente correto.
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