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de diferenca estatistica entre os tratamentos, conforme o teste de Tukey (p < 0,05).
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RESUMO

As doengas pos-colheita causadas por fungos fitopatogénicos representam um desafio critico
para a producao de frutas, uma vez que acarretam perdas econdmicas expressivas € promovem
o uso intensivo de fungicidas sintéticos, com implica¢des ambientais e riscos de resisténcia.
Este estudo teve como objetivo desenvolver e aplicar sistemas nanoencapsulados poliméricos
contendo Oleos essenciais € seus compostos majoritarios, visando aumentar a eficacia
antifiingica e a estabilidade para o controle de doencgas pos-colheita. Os 6leos essenciais foram
quimicamente caracterizados por GC-MS e GC-FID. A atividade antifingica in vitro foi
avaliada contra Botrytis cinerea, Colletotrichum fructicola, C. gloeosporioides e Penicillium
digitatum por meio de ensaios de germinagdo de conidios. Nanocapsulas contendo Oleo
essencial de capim-limdo, 6leo essencial de orégano, citral e carvacrol foram produzidas por
nanoprecipitagio utilizando poli(dcido latico) (PLA) e Eudragit® S100, sendo caracterizadas
por espalhamento dindmico de luz, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo e microscopia
eletronica. O modo de acdo das nanocapsulas contendo citral e 6leo essencial de capim-limao
foi investigado por citometria de fluxo. Ensaios preventivos in vivo foram conduzidos em uvas
Thompson Seedless e magas Malus domestica 'Gala' inoculadas com fungos fitopatogénicos. Os
6leos essenciais de capim-limao e orégano apresentaram a maior atividade antifingica in vitro,
inibindo a germinacdo de conidios em todos os fungos testados. As nanocapsulas de citral,
capim-limdo e orégano apresentaram diametros médios de até 224 nm (PLA) e 267 nm
(Eudragit® S100), com potenciais zeta de —25,4 mV e —35,5 mV, respectivamente, ¢ eficiéncias
de encapsulagdo superiores a 80% para todas as formulagdes. Na concentragao de 0,1% (v/v),
as nanocdapsulas contendo citral promoveram 100% de inibicdo da germinagdo de conidios de
B. cinerea ap6s 48 h. A citometria de fluxo revelou um aumento de 60% na permeabilidade de
membrana em conidios tratados com citral encapsulado em comparagao ao controle. Os ensaios
in vivo demonstraram que as nanocapsulas de 6leo essencial de capim-limao e citral reduziram
o diametro médio das lesdes causadas por B. cinerea em uvas em até 68%, enquanto as
nanocapsulas de 6leo essencial de orégano reduziram significativamente o desenvolvimento de
lesdes causadas por C. gloeosporioides em magds. De modo geral, a nanoencapsulagao
aumentou de forma expressiva a eficicia antifungica, a estabilidade e o desempenho bioldgico
dos 6leos essenciais e de seus compostos majoritarios, demonstrando forte potencial como
estratégia sustentavel e eficaz para o controle de doengas pos-colheita na producao de frutas.

Palavras-chave: Nanoencapsulagdo, nanocapsulas poliméricas, agricultura sustentavel, 6leos
essenciais, fungos fitopatogénicos, controle pds-colheita.
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ABSTRACT

Postharvest decay caused by phytopathogenic fungi represents a major challenge for fruit
production, leading to significant economic losses and increased dependence on synthetic
fungicides with environmental and resistance-related concerns. This study aimed to develop
and apply polymeric nanoencapsulated systems containing essential oils and their major
compounds to enhance antifungal efficacy and stability for postharvest disease control.
Essential oils were chemically characterized by GC-MS and GC-FID. In vitro antifungal
activity was evaluated against Botrytis cinerea, Colletotrichum fructicola, C. gloeosporioides,
and Penicillium digitatum through conidial germination assays. Nanocapsules containing
lemongrass oil, oregano oil, citral, and carvacrol were produced by nanoprecipitation using
poly(lactic acid) (PLA) and Eudragit® S100 and characterized by dynamic light scattering, zeta
potential, encapsulation efficiency, and electron microscopy. Citral and lemongrass essential
oil nanocapsules mode of action were investigated by flow cytometry. In vivo preventive assays
were conducted on Thompson Seedless grapes and apples Malus domestica 'Gala' inoculated
with phytopathogenic fungi. Lemongrass and oregano essential oils showed the highest in vitro
antifungal activity, strongly inhibiting conidial germination of all tested fungi. Therefore, citral,
lemongrass and oregano anocapsules exhibited mean diameters up to 224 nm (PLA) and 267
nm (Eudragit® S100), with zeta potentials of —25.4 mV and —35.5 mV, respectively, and
encapsulation efficiencies above 80% for all formulations. At a concentration of 0.1% (v/v),
citral-loaded nanocapsules resulted in 100% inhibition of B. cinerea conidial germination after
48 h. Flow cytometry revealed a 60% increase in membrane permeability in conidia treated
with encapsulated citral compared to the control. /n vivo assays demonstrated that lemongrass
oil and citral nanocapsules reduced the average lesion diameter caused by B. cinerea in grapes
by up to 68%, while oregano oil nanocapsules significantly reduced lesion development caused
by C. gloeosporioides in apples. Overall, nanoencapsulation markedly enhanced the antifungal
efficacy, stability, and biological performance of essential oils and their major compounds,
demonstrating strong potential as a sustainable and effective strategy for postharvest disease
control in fruit production.

Keywords: Nanoencapsulation, polymeric nanocapsules, sustainable agriculture, essential oils,
phytopathogenic fungi, postharvest control.
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1 INTRODUCAO

O controle de doengas fungicas em culturas agricolas representa um dos maiores desafios
para a producgdo de alimentos, devido aos impactos diretos sobre o rendimento e a qualidade
dos produtos. Fungos fitopatogénicos como Botrytis cinerea, Colletotrichum sp. e Penicillium
sp. estdo entre os principais responsaveis por danos em campo e perdas pos-colheita,
prejudicando significativamente a cadeia produtiva. Tradicionalmente, o controle desses
patogenos tem sido feito por meio da aplicagdo de fungicidas sintéticos, cujo uso continuo tem
levantado preocupacdes quanto a resisténcia fiingica, contaminagao ambiental e riscos a satde
humana e animal.

Nesse contexto, cresce o interesse por alternativas naturais e sustentaveis, entre as quais
0s Oleos essenciais se destacam devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes.
Extraidos de diversas partes de plantas aromaticas, os 6leos essenciais sao constituidos por uma
mistura complexa de compostos volateis. Apesar de seu potencial, o uso direto de 6leos
essenciais em ambientes agricolas enfrenta limitacdes relacionadas a volatilidade, instabilidade
frente a luz e temperatura, baixa solubilidade em agua e rdpida degradacao. Essas caracteristicas
reduzem sua eficacia no campo, dificultando sua aplicacao e viabilidade econdmica. Por isso,
estratégias que visem melhorar sua estabilidade, liberagdo controlada e tempo de agdo sdo
fundamentais para viabilizar o uso desses compostos naturais como agentes fitossanitarios.

Nesse cenario, o desenvolvimento de sistemas de nanoencapsulacao tem se mostrado uma
alternativa promissora para superar essas limitacdes. A nanoencapsulagdo consiste na
incorporacdo de substincias bioativas em particulas com dimensdes nanométricas, que
funcionam como carreadoras, protegendo os compostos ativos de fatores ambientais adversos
e promovendo sua liberacao controlada no local de agao.

As nanoparticulas permitem ndo apenas a prote¢ao dos compostos volateis presentes nos
6leos essenciais, como também aumentam sua eficécia biologica, facilitam a dispersdo em meio
aquoso e promovem maior adesdo as superficies vegetais. Além disso, a liberagdo lenta e
continua dos compostos ativos pode prolongar a atividade antifingica, reduzindo a frequéncia
de aplicagdo e, consequentemente, os custos de manejo e o impacto ambiental. A
nanotecnologia, portanto, apresenta-se como uma ferramenta inovadora no campo da

fitossanidade.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANORAMA GLOBAL DA PRODUCAO DE ALIMENTOS E SEGURANCA
ALIMENTAR

O panorama global da producao de alimentos enfrenta desafios significativos em meio a
uma crescente demanda por alimentos, mudancas climaticas, e desigualdades socioeconomicas.
Estima-se que a populagdo mundial alcance 9,7 bilhdes até 2050, exigindo um aumento de 60%
na produgdo de alimentos para atender a essa necessidade, segundo a Organizagao das Nagoes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO, 2021a). Esse crescimento coloca uma enorme
pressdo sobre os sistemas agricolas, ja impactados por limitagdes de recursos naturais,

degradacdo do solo e escassez hidrica (FAO et al., 2024).

Nas ultimas duas décadas, houve uma tendéncia constante de aumento na producao
agricola mundial para atender a demanda crescente, com a produgdo de culturas primarias
crescendo 54% entre 2000 e 2021, a produgado de carne aumentando 53% e a produgdo de leite
crescendo 58%. O crescimento da produgdo agricola desde 2000 foi, portanto, mais rapido do
que o crescimento da populacdo (29%), devido a intensificacdo das atividades agricolas (com
maior uso de irrigagdo, pesticidas e fertilizantes, além da expansdo de terras cultivaveis) e ao
aprimoramento das tecnologias de producao (incluindo praticas agricolas melhoradas e o uso
de culturas de alto rendimento), tudo isso enfrentando os efeitos adversos das mudangas
climaticas (FAO, 2021a).

Estima-se que até 2030, cerca de 122 milhdes de pessoas adicionais estardo na pobreza
extrema devido as mudangas climaticas e seus efeitos na agricultura. Culturas basicas, como
trigo, milho e arroz, estdo particularmente vulneraveis as variagdes climaticas, com implicagdes
diretas para a seguranca alimentar global (FAO, 2021a).

Além dos desafios climaticos, o desperdicio de alimentos continua sendo um problema
global significativo. Cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos sdo desperdigadas
anualmente, o que representa aproximadamente um terco de toda a comida produzida no
mundo. Esse desperdicio ocorre tanto nos paises desenvolvidos, devido ao consumo excessivo
e praticas ineficientes de varejo, quanto em paises em desenvolvimento, onde problemas de
armazenamento e transporte sao predominantes (Busetti e Pace, 2022).

No contexto da seguranca alimentar, a desigualdade de acesso aos alimentos ¢ uma

questao central. Embora a produgdo global de alimentos seja suficiente para alimentar toda a
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populacdo mundial, cerca de 828 milhdes de pessoas enfrentavam fome cronica em 2021, de
acordo com o relatorio "O Estado da Seguranca Alimentar e Nutricdo no Mundo". Por outro
lado, mais de dois bilhdes de pessoas sofrem de sobrepeso ou obesidade, destacando o
desequilibrio no consumo ¢ na distribui¢ao de alimentos, além da disparidade entre regides
desenvolvidas e subdesenvolvidas (Figura 1)(FAO et al., 2024).

A cooperagdo internacional € essencial para abordar os desafios da seguranga alimentar.
Iniciativas como os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, em particular
o ODS 2, que visa acabar com a fome e promover a agricultura sustentavel, buscam alinhar

esforgos globais para combater a inseguranga alimentar (UNEP, 2021).
Figura 1. Concentracdo e distribui¢do da inseguranga alimentar por gravidade em 2023 diferenciada por regides.

1859 (60%) 3111 (72%)

531 (46%)
297 (26%)

2325 (29%) 864 (11%) 467 (11%)
714 (17%) 316 (28%)
8045 milhoes (100%) 4753 milhoes (100%) 1460 milhoes (100%)
Mundo Asia Affica

409 (68%)
1005 (91%)

18 (2%)

30 (7%) 58 (10%)

130 (22%)

1121 milhdes (100%) 665 milhdes (100%)
Ameérica do Norte e América Latina e
Europa Caribe
@ Baixa inseguranga alimentar Inseguranca alimentar moderada ou grave @ Inseguranca alimentar grave

Fonte: Adaptado de “The state of food security and nutrition in the world” (FAQ, et al. 2024).

Inovagdes tecnoldgicas e cientificas também oferecem esperanca. Solugdes como carne
cultivada em laboratério, agricultura vertical e alimentos a base de plantas estao transformando
a maneira como pensamos a producdo de alimentos. Além disso, a digitalizagdo dos sistemas
agricolas, com o uso de big data, drones e inteligéncia artificial, tem potencial para otimizar a

produgdo e reduzir desperdicios.
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2.1.1 Produciao mundial de frutas

A producdo mundial de frutas desempenha um papel essencial na alimentagdo, na
economia e na sustentabilidade global. As frutas sao fontes ricas de nutrientes e vitaminas,
essenciais para uma dieta saudavel, ao passo que o setor agricola associado ao cultivo de frutas
emprega milhdes de pessoas ao redor do mundo. A produ¢do global de frutas tem crescido de
forma constante nas ultimas décadas, acompanhando o aumento populacional e as mudangas
nos padrdes de consumo alimentar (FAO, 2021a).

Os principais paises produtores de frutas sao a China, a India, o Brasil, os Estados Unidos
e 0 México, que se destacam pela diversidade climatica e pelo uso de tecnologias avancadas no
cultivo (Tabela 1). A China, por exemplo, ¢ o maior produtor mundial, liderando em frutas
como magis, peras e melancias. J4 a India é conhecida por ser a maior produtora de bananas e
mangas, enquanto o Brasil se destaca pela producao de frutas citricas, especialmente laranjas,

sendo responsavel por mais de 30% do mercado global de suco de laranja (USDA, 2024).

Tabela 1. Ranking de frutas mais produzidas por colheita e producao total por pais em milhdes de toneladas (Mt)

em 2018.

Fruta por colheita Mt Fruta por pais Mt
Banana 116 China 244
Melancia 104 India 99
Maca 86 Brasil 40
Uva 79 Meéxico 33
Laranja 75 Estados Unidos da América 26
Manga, mangostdo, goiaba 55 Turquia 24
Tangerina, mandarina, clementina 39 Indonésia 20
Abacaxi 34 Espanha 19
Melao 28 Ira 19
Péssego e nectarina 27 Italia 18
Pera 24 Filipinas 17
Limao e lima 24 Egito 15

Nigéria 12

Colombia 12

Tailandia 12

Fonte: FAOSTAT (2020).
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Entre as frutas mais produzidas no mundo estdo as bananas, seguidas por melancias,
magcas, laranjas e uvas. Esses produtos sdo amplamente consumidos, tanto in natura quanto
processados, em forma de sucos, doces e conservas. Segundo o relatorio Fruits and Vegetables
a demanda por frutas tropicais tem crescido significativamente nos mercados internacionais,
impulsionada por consumidores da Europa, América do Norte e Asia (FAO, 2021b).

A sustentabilidade tem sido uma preocupacdo crescente no setor de fruticultura. Muitos
paises tém adotado praticas agricolas regenerativas, como a rotagao de culturas, o uso eficiente
da 4gua e a redugdo de pesticidas quimicos. Essas medidas visam proteger os ecossistemas e
garantir que a producdo de frutas possa atender a demanda global de forma responsavel. Além
do impacto ambiental, ha também a preocupacdo com o desperdicio de alimentos.
Aproximadamente 30% da produ¢do mundial de frutas ¢ desperdicada antes mesmo de chegar

ao consumidor (Lipinski et al., 2016).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS: CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES

O uso de oleos essenciais (OE) ¢ uma pratica comum desde as primeiras civilizagdes,
com relatos do uso inicialmente no Oriente e no Oriente Médio, depois no Norte da Africa e na
Europa (Macwan et al., 2016). O termo "Oleo Essencial" foi cunhado no século XVI pelo suigo
Paracelsus von Hohenheim. Os 6leos essenciais de plantas sdo geralmente misturas complexas
de compostos naturais, tanto polares quanto apolares (Macwan et al., 2016; Masango, 2005).
Conhecidos por suas propriedades antissépticas e medicinais, eles também ja foram utilizados
em embalsamamento e, devido a sua atividade antimicrobiana e antioxidante, como aditivos
naturais em alimentos e produtos alimenticios (Bakkali et al., 2008a). A Organizacao
Internacional de Normalizacdo (ISO) (ISO/D1S9235.2) define um o6leo essencial como:
produto obtido por destilagio com agua ou vapor, por processamento mecanico ou por
destilacdo seca de materiais naturais.

A interacdo entre os compostos de oleos essenciais pode produzir quatro tipos possiveis
de efeitos: aditivo, antagonico, sinérgico ou indiferente. Um efeito aditivo ¢ observado quando
o efeito combinado ¢ igual a soma dos efeitos individuais. O antagonismo ¢ observado quando
o efeito de um, ou de ambos os compostos, ¢ menor quando aplicados juntos do que quando
aplicados individualmente. O sinergismo ¢ observado quando o efeito das substancias
combinadas € maior do que a soma dos efeitos individuais, enquanto a auséncia de interagdo €

definida como indiferenca (Burt e Reinders, 2003).
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A atividade antimicrobiana dos OE das espécies de Thymus e Origanum tem sido
atribuida aos seus componentes fenolicos, como timol e carvacrol (Lambert et al., 2001), ¢ a
atividade dos OE de cravo da india (Eugenia caryophyllus) (Ait-Ouazzou et al., 2011) e
manjericado verde (Ocimum basilicum) ao eugenol (Bassolé¢ et al., 2010). Para o OE de
caneleira-verdadeira (Cinnamomum zeylanicum) a atividade ¢é relacionada ao seu conteudo de
cinamaldeido (Prabuseenivasan et al., 2006), embora 6leos contendo cinamaldeido apresentem

atividades antimicrobianas menores do que 6leos contendo eugenol (Juliani Hector et al., 2004).

2.2.1 O emprego dos dleos essenciais na agricultura

A utilizacdo de 6leos essenciais na agricultura ¢ um campo em expansao, com uma
crescente busca por alternativas naturais e sustentaveis ao uso de pesticidas e fertilizantes
sintéticos. A aplicacdo de dleos essenciais na agricultura encontra respaldo na agricultura
sustentavel, que propde praticas agricolas que respeitam os limites ecologicos e promovem a
biodiversidade, ao mesmo tempo que asseguram a producdo agricola e a seguranca alimentar
(Gliessman, 2016).

Entre os produtos mais conhecidos para o controle biologico de pragas, destaca-se o 6leo
de nim (4Azadirachta indica), obtido principalmente a partir das sementes, nas quais se encontra
a azadiractina e diversos compostos analogos com reconhecida atividade inseticida, eficaz no
controle de pragas como pulgdes, acaros € moscas-brancas, além de apresentar acao contra
alguns fungos. Entretanto, diferentemente dos 6leos essenciais clédssicos, o 6leo de nim ndo ¢
consensualmente classificado como 6leo essencial, uma vez que sua extracdo a partir das
sementes resulta em um produto rico em 4cidos graxos e outros lipideos, com composi¢ao
quimica distinta dos 6leos volateis obtidos por destilacdo. No Brasil, formulagdes comerciais
como NemGuard® e Neemazal® associam o 6leo de nim a outros compostos naturais.

Estudos mostram que o extrato de semente de nim (NeemAzal®) pode reduzir
significativamente a taxa de crescimento do dcaro-branco (Polyphagotarsonemus latus), com
concentragdes acima de 0,13 g L' de azadiractina resultando em extin¢do local da populagio
(Venzon et al., 2008). Para o acaro-vermelho-do-cafeeiro (Oligonychus ilicis), foi observado
redugdo na taxa de crescimento em concentracdes superiores a 0,065 g L' de azadiractina
(Venzon et al., 2005).

O O6leo essencial de cravo (Eugenia caryophyllus) também se destaca, sendo

comercializado em diferentes formulagdes para o controle de plantas daninhas. Por exemplo, o
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Matran® contém até 50% de dleo essencial de cravo, enquanto o Weed Zap® é uma mistura de
15% de 6leo essencial de cravo, 15% de 6leo essencial de canela e 70% de vinagre. Aplicado
em concentracdes de 1-5%, o 6leo essencial de cravo € eficaz no controle de plantas daninhas
em estagio inicial de desenvolvimento (Tworkoski, 2002).

O oleo essencial de alecrim é composto principalmente por 25% de 1,8-cineol, além de
borneol, canfora e outros monoterpenoides, muitos dos quais possuem atividades inseticidas
(Maggi et al., 2011). E eficaz no controle de pulgdes, besouros, mosca-branca, acaros e larvas
de lagartas, entre outros. Produtos comerciais que contém o6leo essencial de alecrim incluem o
Ecotrol® CE, da EcoSmart Technologies, que mistura 10% de 6leo essencial de alecrim com
2% de 6leo essencial de hortela-pimenta.

A atividade dos 6leos essenciais estd intrinsicamente ligada a mecanismos antifungicos
complexos, atuando principalmente na desestabilizacao estrutural das células fungicas. Um dos
mecanismos mais amplamente descritos envolve a interagdo de compostos hidrofobicos, como
terpenos, fendis e aldeidos, com a membrana plasmatica do fungo. Compostos como timol,
carvacrol e citral podem se inserir na bicamada lipidica, alterando sua fluidez e permeabilidade,
0 que leva ao extravasamento de ions e metabdlitos essenciais, desequilibrio osmético e
eventual colapso da integridade celular (Alhantoobi et al., 2025). Além disso, esses compostos
interferem na biossintese de ergosterol, um esterol fundamental para a estabilidade da
membrana fingica, promovendo sua deple¢dao e comprometendo a organizagdo estrutural da
célula. Evidéncias morfologicas demonstram que essa agdo resulta em deformacgdes hifais,
vacuolizacdo citoplasmatica e perda de conteudo intracelular, culminando na morte celular
(Alhantoobi et al., 2025).

Além dos efeitos estruturais, os 6leos essenciais também exercem interferéncia direta em
processos metabdlicos e moleculares fundamentais para o crescimento fingico. Diversos
componentes desses 0leos podem inibir enzimas-chave envolvidas na biossintese da parede
celular e no metabolismo energético, como lanosterol 14o—desmetilase, glucano sintase e
quitina sintase, comprometendo a formacgao de f—glucanos e quitina, polimeros essenciais para
a integridade da parede celular. Paralelamente, a inibi¢do de enzimas mitocondriais, como
NADH desidrogenase e citocromo ¢ oxidase, prejudica a cadeia respiratéria, reduzindo a
producdo de ATP e favorecendo o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse
aumento do estresse oxidativo ¢ intensificado pela inibicdo de enzimas antioxidantes, como
catalase e superdxido dismutase, o que amplifica os danos celulares e acelera a morte fingica

(Leiva-Mora et al., 2025).
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Assim, ¢ possivel entender a abrangéncia e atividade dos 6leos essenciais na agricultura,
representando uma alternativa promissora e sustentavel para o manejo de pragas, doencas e
conservagao de alimentos. Suas propriedades oferecem uma solucao para reduzir a dependéncia
de produtos quimicos sintéticos. Contudo, apesar dos avangos promissores, desafios
permanecem, como por exemplo a sua alta volatilidade e fotodegradagdo. Tendo isso em vista,
os Oleos essenciais se destacam nao apenas como uma ferramenta complementar, mas como um

caminho promissor para uma agricultura mais equilibrada e sustentavel.

2.3  NANOCARREADORES BIOPOLIMERICOS

Os nanocarreadores biopoliméricos tém se destacado como uma solugdo promissora na
agricultura, proporcionando sistemas eficientes para a entrega controlada de agroquimicos,
como fertilizantes, pesticidas e herbicidas. Esses sistemas sdo compostos por biopolimeros
naturais ou sintéticos, que apresentam vantagens como biocompatibilidade, biodegradabilidade
e capacidade de encapsular moléculas ativas, reduzindo perdas por volatilizagdo, lixiviagao e
degradacao prematura (Kah et al., 2019)

Dentre os biopolimeros mais utilizados na formulacao de nanocarreadores para aplicagao
agricola, destacam-se a quitosana, o poli(acido latico)(PLA), o acido poliglicolico (PGA) e seus
copolimeros, como o poli(acido latico-co-glicolico) (PLGA) (Ditta e Arshad, 2016).

A encapsulacdo de agroquimicos nesses nanocarreadores permite a protecao das
moléculas ativas contra fatores ambientais adversos, como radiacdo UV e degradagdo
microbioldgica. Além disso, a liberagdo controlada pode ser projetada para ocorrer de maneira
responsiva a condigdes especificas do solo, como umidade e pH, garantindo maior eficiéncia e
menor desperdicio de insumos (Shang et al., 2019). Isso possibilita um aumento na
produtividade agricola e uma redu¢do dos impactos ambientais associados a aplica¢do
excessiva de agroquimicos convencionais.

Os nanocarreadores biopoliméricos também podem ser funcionalizados para promover o
direcionamento especifico a determinadas culturas ou pragas, otimizando a eficiéncia dos
produtos agricolas. Essa abordagem tem sido amplamente investigada na protecao contra
insetos e fitoparasitas, em que a liberagdo controlada de pesticidas encapsulados permite um
controle mais eficaz e sustentavel, minimizando a contamina¢ao ambiental (Kumar et al., 2019).

A producdo desses nanocarreadores envolve diversas técnicas, incluindo emulsificagdo e

evaporacao de solvente, nanoprecipitagdo, polimerizacado em miniemulsao e gelificagdo idnica.
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Cada método impacta diretamente as propriedades finais dos nanocarreadores, como tamanho,
estabilidade e taxa de liberagdo do composto encapsulado (Grillo et al., 2015).

Apesar dos avangos significativos, desafios ainda precisam ser superados para a ampla
aplicacdo agricola dos nanocarreadores biopoliméricos. Questdes relacionadas a escalabilidade
da produgdo, custo de formulagdo e seguranca ambiental ainda sdo objeto de estudo (Campos
et al., 2015). Além disso, a biodegradabilidade dos biopolimeros precisa ser avaliada para
garantir a sustentabilidade a longo prazo.

Diante desse cendrio, os nanocarreadores biopoliméricos continuam a ser uma area de
grande interesse para a nanotecnologia aplicada a agricultura. Estudos futuros devem focar na
otimizagdo de formulagdes, no desenvolvimento de novos biopolimeros com propriedades

aprimoradas e na elucidacdo de seus mecanismos de interagdo com sistemas agricolas.

2.3.1 Técnicas de nanoencapsulaciao

As técnicas de nanoencapsulacdo de materiais lipofilicos tém ganhado destaque devido
ao seu potencial para melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de compostos
hidrofobicos. Essas técnicas sdo amplamente aplicadas nas industrias farmacéutica, cosmética
e alimenticia para proteger ingredientes ativos contra degradag@o e controlar sua liberacdo no
organismo. A nanoencapsulagio envolve a formacdo de sistemas coloidais, como
nanoparticulas, lipossomas e nanoemulsdes, que encapsulam o material lipofilico em uma
matriz polimérica ou lipidica, proporcionando melhor dispersdo em meios aquosos (Mora-
Huertas et al., 2010).

Além de melhorar a estabilidade dos compostos encapsulados, a nanoencapsulagdo
possibilita a liberacdo controlada dos ativos, otimizando sua absor¢ao e reduzindo possiveis
efeitos adversos (Beloqui et al., 2016).

A escolha da técnica depende das propriedades fisico-quimicas do material a ser
encapsulado e da aplicagdo desejada. Diferentes métodos podem ser utilizados para a
nanoencapsulacdo de materiais lipofilicos, incluindo emulsificagdo, nanoprecipitagdo,

aprisionamento lipossomal, gelificagdo ionica, extrusdo e coacervacao.

2.3.1.1 Emulsificacao

As nanoemulsdes sdo sistemas coloidais caracterizados por uma dispersdo de duas fases
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imisciveis, no qual pequenas goticulas de uma fase (geralmente lipofilica) estdo dispersas em
uma fase continua (geralmente aquosa). Devido ao seu tamanho nanométrico (10 a 100 nm),
essas emulsOes apresentam alta estabilidade, transparéncia Optica e maior biodisponibilidade
de compostos ativos. Essas propriedades fazem das nanoemulsdes uma alternativa promissora
para diversas aplicagdes nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, especialmente na

encapsulacdo e liberacao controlada de compostos bioativos (Napiorkowska et al., 2024).

Figura 2. [lustragdo esquematica dos processos de preparagao de nanoemulsdes encapsuladas com OE através de
métodos de: A) emulsificagdo simples e B) dupla emulsificaggo.
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Fonte: adaptado de Weisany et al (2022).

Tanto nanoemulsdes simples quanto duplas podem ser utilizadas para encapsular
substancias lipofilicas, como 6leos essenciais, permitindo sua dispersdao em agua (Figura 2). A
principal vantagem das nanoemulsdes em relacdo as emulsdes convencionais ¢ o tamanho
reduzido de suas goticulas, o que aumenta sua estabilidade contra agregacdo e separagdo
gravitacional (Wilson et al., 2022).

Além disso, as nanoemulsdes podem ser produzidas em larga escala utilizando
tecnologias de homogeneizagao ja existentes. Métodos mecanicos, como homogeneizadores de
alta pressdo, sonicadores e microfluidizadores, sio amplamente empregados na fabricagdo
dessas estruturas. Alternativamente, abordagens fisico-quimicas, como emulsificagdo
espontanea e inversao de fase, também podem ser utilizadas para a producao eficiente de

nanoemulsoes (Chavda et al., 2024).
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2.3.1.2 Nanoprecipitacao

Outra técnica que pode ser utilizada para o encapsulamento de substancias ¢ a
nanoprecipitacao, também conhecida como deslocamento de solvente ou deposigao interfacial.
Esse método permite a obtencdo de particulas com diferentes composicoes, tamanhos e
caracteristicas de superficie, possibilitando propriedades funcionais para aplicagdes especificas
(Mora-Huertas et al., 2010).

Esse processo envolve a dissolugao da substancia ativa e de um polimero em um solvente
organico adequado, seguido da adi¢do dessa mistura a um antissolvente (geralmente dgua) sob
agitacdo continua. Esse procedimento promove a precipitagdo do polimero, resultando na
formagao de nanoparticulas poliméricas contendo o componente ativo, o solvente ¢ entdo
removido resultando em uma solugdo aquosa de nanocapsulas (Figura 3). Essa técnica permite
a fabricacdo de nanoparticulas carregadas com diferentes compostos ativos com pequenas

dimensdes e baixa distribui¢ao de tamanho (Martinez Rivas et al., 2017).

Figura 3. Ilustragdo esquematica dos processos de preparacdo de nanocapsulas poliméricas com OE através de
métodos de nanoprecipitacido

&
é@{}/ Fase organica A .
(Polimero + OE) ™ _]
$ =
[ A ? " 4
@
bl
e ) 1 I I
=

Fase aquosa - - ' o
(4gua + surfactante)

Fonte: adaptado de Weisany et al (2022).

2.3.1.3 Aprisionamento lipossomal

Encapsulagdes também podem ser em forma de nanolipossomas. Nanolipossomas sao
vesiculas esféricas com didmetros que variam entre 25 ¢ 1000 nm, compostas por uma ou
multiplas bicamadas de fosfolipidios (Wang et al., 2022). Essas bicamadas possuem partes
hidrofilicas e hidrofébicas, permitindo a incorporagdo de moléculas bioativas com ambas as

caracteristicas (Figura 4). Substancias hidrofobicas se destacam nessa técnica, sendo a
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encapsulacdo em nanolipossomas altamente eficiente, aumentando estabilidade, manuseio e

potencial de aplicagdo (Ghaderi-Ghahfarokhi et al., 2017).

Figura 4. Ilustracdo esquematica dos processos de preparag@o de nanolipossomas com OE através de métodos de
aprisionamento lipossomal.
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2.3.1.4 Gelificagdo idnica

A técnica de gelificagdo i0nica consiste na formagao de microparticulas ou nanoparticulas
com base na interagdo eletrostatica entre cargas opostas, envolvendo pelo menos um polimero
sob condigdes de agitacdo mecanica (Figura 5). Polimeros como quitosana,
carboximetilcelulose, alginato de sddio e pectina, bem como anions, incluindo sais de cloreto
(Ba, Ca, Mg, Cu, Zn e Co), sais de sulfato e sais de polifosfato, podem ser utilizados na sintese
de nanoparticulas (Pedroso-Santana e Fleitas-Salazar, 2020; Racovita et al., 2009).

O método de gelificagdo 10nica utiliza materiais simples, de facil acesso e de baixo custo,
além de equipamentos acessiveis, permitindo sua execucdo de forma rapida e segura em
laboratorios convencionais. Além disso, como o mecanismo se baseia na interagao eletrostatica
em vez de reagdes quimicas, ndo héa necessidade do uso de solventes organicos, reduzindo assim
a toxicidade. No entanto, uma das limita¢des desse método ¢ a dificuldade em obter
nanoparticulas de tamanho uniforme. Além disso, a pesquisa sobre outros polimeros além da

quitosana ainda ¢ restrita (Racovita et al., 2009).
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Figura 5. Ilustracdo esquematica dos processos de preparagdo de nanoparticulas com OE através de métodos de
gelificacdo i0nica.
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Fonte: o autor (2026).

2.3.1.5 Extrusao

Compostos ativos também podem ser encapsulados dentro de microgéis formados por
processos de extrusdo. Nessa técnica, emulsdes com os compostos ativos sao misturadas com
uma solugdo de biopolimero, que ¢ entdo for¢ada através de uma agulha de seringa para dentro
de uma solucao contendo um agente de reticulagdo (Figura 6). A interagdo entre a goticula e o
agente de reticulagdo na ponta da seringa resulta na formagdo de microgéis de biopolimero
(Arora et al., 2020).

Esse método apresenta diversas vantagens, como sua simplicidade e o fato de nao exigir
condi¢des de processamento rigorosas. No entanto, a producao de microgéis com diametros
inferiores a aproximadamente 200 pm ¢ dificultosa. Recentemente, novas tecnologias de
extrusdo foram desenvolvidas para produzir microgéis menores em maiores quantidades, sendo
adequados para a encapsulagcao de compostos bioativos. Métodos como extrusao com multiplos
bicos, atomizagdo por rotacao ou vibracao, bico concéntrico e tecnologia de corte por jato
podem gerar microgéis de pequenas dimensdes com diferentes estruturas (Bamidele e

Emmambux, 2021).
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Figura 6. Ilustracdo esquematica dos processos de preparacdo de nanoparticulas com OE através do método de
extrusdo.
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Fonte: adaptado de Weisany et al (2022).

A extrusdo a quente também ¢ uma alternativa para bioativas. No entanto, as altas
temperaturas envolvidas podem causar a degradacao quimica de substincias sensiveis ao calor.
Esse problema pode ser minimizado utilizando uma extrusora equipada com orificios
conceéntricos (extrusdo coaxial), permitindo a formacao de microgéis em temperaturas mais
baixas. No entanto, a extrusdo coaxial pode resultar em microgéis com baixa uniformidade e

eficiéncia reduzida (Chew e Nyam, 2016).

2.3.1.6 Coacervacao

A encapsulagdo por coacervagdo refere-se a separacdo de fase de um ou mais
hidrocoloides a partir da solugdo inicial, formando coacervados que atuam como camada
protetora, enquanto os agentes ativos suspensos ou emulsionados compdem o nucleo. O
processo de microencapsulagdo por coacervagdo complexa envolve quatro etapas principais:

emulsificacdo, coacervacao, gelificacdo e endurecimento (Figura 7)(Dong et al., 2008).
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Figura 7. Ilustracdo esquematica dos processos de preparacdo de nanoparticulas com OE através do método de
coacervagao.
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Fonte: adaptado de Weisany et al (2022).

A estrutura das microcapsulas de coacervado ¢ influenciada pela taxa de homogeneizacao
durante a emulsificagdo. Em taxas de homogeneiza¢ao mais baixas, formam-se microcapsulas
mononucleares, enquanto taxas mais altas resultam em microcapsulas multinucleares (Dong et
al., 2011). Vale destacar que o tamanho e a morfologia das microcdpsulas de coacervado sdo
fortemente influenciados pelas condi¢des de processamento (Lemetter et al., 2009). Entre as
principais vantagens desse método estdo a alta eficiéncia de encapsulamento, a baixa
concentragdo de biopolimeros necessaria e as condi¢des de processamento brandas (Eghbal e

Choudhary, 2018).

2.4 FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os fungos fitopatogénicos sdo microrganismos pertencentes ao reino Fungi, capazes de
causar doencas em plantas, afetando significativamente a agricultura e os ecossistemas naturais.
Esses organismos possuem uma ampla diversidade de espécies e sdo responsaveis por grandes
perdas econdmicas em culturas agricolas, além de impactarem a biodiversidade vegetal
(Agrios, 2024). A interagao entre fungos fitopatogénicos e plantas ¢ mediada por uma complexa
rede de mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, que envolvem tanto a capacidade do patdégeno
de infectar o hospedeiro quanto a resposta de defesa da planta (Dean et al., 2012).

A reproducgdo ¢ um dos fatores que contribuem para sua eficiéncia como patdogenos. Eles

podem se reproduzir de forma assexuada, por meio da producio de esporos como conidios, ou
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de forma sexuada, gerando esporos como ascésporos ou basididosporos (Alexopoulos et al.,
1996). A reproducdo assexuada permite uma rapida disseminagdo do patdgeno, especialmente
em condigdes ambientais favoraveis, como alta umidade e temperaturas moderadas. J& a
reproducao sexuada promove variabilidade genética, o que pode aumentar a adaptabilidade e a
viruléncia dos fungos (Kiick e Poggeler, 2009).

A infec¢do em sua maioria comega com a adesdo do patdgeno a superficie da planta,
seguida pela penetracao direta ou através de aberturas naturais, como estomatos. Uma vez
dentro do tecido vegetal, os fungos podem secretar enzimas hidroliticas, como celulases e
pectinases, que degradam a parede celular da planta, facilitando a colonizagao (Oliver e Ipcho,
2004). Além disso, muitas espécies produzem toxinas que interferem no metabolismo vegetal,
causando sintomas como necrose, clorose e murcha (Agudo-Jurado et al., 2023).

A capacidade dos fungos fitopatogénicos de sobreviver em condi¢cdes adversas também
¢ notavel. Eles podem formar estruturas de resisténcia, como esclerocios e clamiddsporos, que
lhes permitem permanecer vidveis no solo ou em restos culturais por longos periodos, até que
as condicdes se tornem favordveis para a infeccdo (Sarenqimuge et al., 2025). Essa
caracteristica dificulta o controle desses patdgenos, exigindo estratégias integradas de manejo,
como rotacdo de culturas, uso de variedades resistentes e aplicagdo de fungicidas
(Wijayawardene, 2020).

Os fungos fitopatogénicos sao classificados em diferentes grupos taxondmicos, com base
em suas caracteristicas morfoldgicas, reprodutivas e genéticas. Dentre as principais classes,
destacam-se os ascomicetos, basidiomicetos e zigomicetos (Alexopoulos et al., 1996).

Os fungos ascomicetos pertencem ao filo Ascomycota e destacam-se por representam um
dos grupos mais diversos do reino Fungi. Caracterizam-se pela produgdo de esporos em
estruturas especializadas chamadas ascos, localizadas dentro de ascomas (Senanayake et al.,
2022). Esses fungos apresentam reprodu¢do sexuada e assexuada. Na reproducdo sexuada,
formam ascdsporos dentro dos ascos, enquanto na reprodugdo assexuada, produzem conidios,
que sdo esporos dispersos no ambiente. Desempenham papéis ecoldgicos essenciais, como
decompositores de matéria organica, simbiontes em liquens e patdogenos de plantas e animais

(Bennett e Turgeon, 2017) .
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Figura 8. Representagdo das fases assexuada e sexuada de um fungo ascomiceto.
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Fonte: adaptado de Krugner e Bacchi (1995).

Geralmente, os ascosporos sao liberados e se depositam na superficie do hospedeiro, onde
germinam e penetram. Apos a colonizagdo, os fungos se reproduzem de forma assexuada,
gerando conidios que ddo origem aos ciclos secundarios das doengas. Com a repeticao de
multiplos ciclos assexuais, a reproducdo sexuada ocorre, geralmente em resposta a condigdes
ambientais adversas para o fungo (Senanayake et al., 2022). A Figura 8 ilustra os ciclos sexual

e assexual.

2.4.1.1 Botrytis cinerea

B. cinerea ¢ um fungo necrotrofico de grande relevancia agricola, sua fase assexuada
(anamorfo) ¢ a mais comum no ciclo de vida, caracterizada pela producdo de conidios cinza-
esverdeados em conididforos ramificados, enquanto a fase sexual (teleomorfo), denominada
Botryotinia fuckeliana, é raramente observada em condi¢des naturais (Williamson et al., 2007).
O fungo destaca-se pela capacidade de formar esclerddios, estruturas de resisténcia que
garantem sua sobrevivéncia em ambientes hostis, como solos e restos culturais (Dean et al.,
2012).

Responsavel pelo "mofo cinzento", o patégeno afeta mais de 200 espécies vegetais,
incluindo culturas de alto valor, como uva, morango, tomate e flores ornamentais (Elad et al.,
2016). Em videiras, por exemplo, a infeccdo pode resultar em perdas de 20% a 50% da
producao, dependendo das condicdes climaticas e das praticas de manejo (Keller, 2020). Além
das perdas quantitativas, o fungo compromete a qualidade pds-colheita, inviabilizando a

comercializacdo de frutos sensiveis. A Figura 9 apresenta a doenga em diferentes culturas.
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Figura 9. Lesdes causadas pelo fungo B. cinerea em diferentes frutos, flores e folhas.

Fonte: EMBRAPA (2025a).

Em contextos especificos, o B. cinerea assume um papel benéfico. Na producdo de vinhos
a "podridao nobre" induzida pelo fungo concentra agucares e acidos nas uvas, conferindo
aromas complexos. No entanto, condi¢des de umidade descontroladas transformam o processo
em uma infec¢do destrutiva (Agrios, 2024).

Estima-se que os prejuizos anuais ultrapassem US$ 10 bilhoes, considerando custos
diretos (perdas de producdo) e indiretos (gastos com fungicidas e restricdes de exportacao)
(UNEP, 2021). Em paises com agricultura intensiva, o fungo ¢ uma ameaca constante a cultivos
protegidos, como tomate e morango em estufas, em que a alta umidade favorece sua
proliferacdo (Nicot et al., 2016).

O controle quimico permanece como a principal estratégia de manejo, com fungicidas
como boscalida, iprodiona e fenhexamida. No entanto, o uso excessivo tem selecionado
populagdes resistentes do patégeno. Estudos na Europa reportaram resisténcia a multiplas
classes quimicas em regides viticolas, comprometendo a eficacia desses produtos (Fernandez-
Ortufio et al., 2014). Além disso, regulamentagdes ambientais, como a Diretiva 2009/128/CE
da UE, limitam o uso de agroquimicos, pressionando por alternativas sustentaveis.

Dentre alternativas sustentdveis para a utilizacdo desses agroquimicos se destacam os
Oleos essenciais. Trabalhos como o de Albuquerque Sousa e colaboradores (2024) relatam que
os Oleos essenciais de cravo, canela e capim-limao apresentaram uma boa atividade, com
concentracdes inibitorias menores a 0,85 mg mL!.

Solugdes nanotecnologias para o controle de B. cinerea também sdo relatadas na
literatura, como por exemplo no estudo de De Angelis e colaboradores (2022), onde foi avaliado
o efeito de nanocapsulas de PLGA com terostilbeno, um composto natural, e o fluopiram, um

fungicida sintético, no controle de germinacdo de conidios e micélios. Os resultados
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demonstram uma inibicdo de germina¢do de conidios apdés 72 h em até 70% para as
nanocépsulas contendo fluopiram em uma concentracdo de 1,25 pg mL™!, sendo superior ao
composto ndo encapsulado, que apresentou uma inibi¢do de germinacao de 40%.

Corréa e colaboradores (2024), por sua vez, avaliaram a atividade nanoemulsdes
utilizando Pluronic® F-127, 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo) e
do nerolidol para a inibicdo de germinagdo de B. cinerea. Ambas as formulagdes inibiram
efetivamente a germinacao de esporos, sendo que, a formulagao utilizando 6leo essencial de B.
dracunculifolia atingiu uma inibicdo de 97%, e a formulag¢do de nerolidol de 98%, ambos na
concentragio de 25 mg mg!. Apesar dos bons resultados o estudo se limita apenas nos
resultados in vitro de germinacao de conidios, sem uma aplicagdo pratica.

O estudo Topor e colaboradores (2024), por sua vez, fornece evidéncias do efeito da
nanoencapsulacao no controle de B. cinerea, especialmente em ensaios in vitro para o controle
do fungo e uma analise sensorial para comprovar o efeito de reducao de odor do carvacrol. Nos
testes in vitro, B. cinerea apresentou elevada sensibilidade ao carvacrol, com concentracao
inibitéria minima de 0,03 g L! para a forma nio encapsulada, valor que foi reduzido para
0,003 g L' quando veiculado em nanocépsulas de Eudragit® RS100. Ao se tratar dos ensaios
sensoriais, observou-se uma reducao a um nivel que nao perceptivel, demonstrando assim, que
a utilizacdo das nanocapsulas ndo modifica caracteristicas sensoriais no fruto, diferente do
composto nao encapsulado.

Considerando o controle do fungo em ensaios in vivo, Jokarshourijeh e colaboradores
(2025), observaram que a nanoformulagdo de dleo essencial de casca de citrus encapsulado em
silica mesoporosa PEGuilada (BNF) apresentou elevada eficacia no controle de B. cinerea em
morangos. No ensaio de controle da doenga, a aplicagdo de BNF na concentragio de 10 g L,
sendo, 1 g L' a concentracdo presente de 6leo essencial de citrus, resultou em 74,03% de
inibicdo da doenca, valor estatisticamente equivalente ao fungicida comercial Signum®
(boscalida + piraclostrobina), que apresentou 77,52% de inibicdo, enquanto o controle tratado

apenas com agua apresentou apenas 13,01% de inibi¢ao.

2.4.1.2 Colletotrichum sp.

Colletotrichum ¢ um género de fungos fitopatogénicos amplamente reconhecido como
um dos grupos mais importantes de patdgenos vegetais, responsavel por causar antracnose em

diversas culturas agricolas e frutiferas (Cannon et al., 2012)
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A antracnose manifesta-se em diferentes partes das plantas, folhas, ramos, flores e frutos,
apresentando sintomas como lesdes necroticas e podriddes. Em frutos, o patogeno
frequentemente se manifesta apds a colheita, sob condigdes favoraveis de umidade e
temperatura. Essa caracteristica ¢ responsavel por grandes perdas econdmicas em frutas
destinadas ao consumo in natura e exportagdo, especialmente em regides tropicais e
subtropicais (Law et al., 2025).

O manejo de doencgas causadas por Colletotrichum baseia-se em estratégias integradas,
incluindo uso de fungicidas, praticas culturais e controle bioldgico. No entanto, a resisténcia
fingica a compostos quimicos tem sido amplamente relatada (Cortaga et al., 2023).

Esse cendrio tem estimulado pesquisas com métodos alternativos, como a utilizagdo de
Oleos essenciais, extratos vegetais e nanocarreadores bioativos, que demonstram potencial para

o controle de antracnose (de Oliveira et al., 2023).

2.4.1.2.1 Colletotrichum gloeosporioides

O C. gloeosporioides ¢ o fungo reconhecido como agente causal da antracnose em
culturas de elevado valor econdmico, como manga, mamao, abacate, goiaba e maracuja. A
doenga manifesta-se tipicamente por lesdes escuras e afundadas em frutos e folhas, que podem
evoluir para necrose total do tecido (Figura 10) (Dean et al., 2012).

Em mangas, as infecgdes surgem apenas durante a maturacdo ou o armazenamento,
tornando a antracnose uma das principais causas de perdas pds-colheita (Moraes et al., 2013).
A capacidade do patéogeno de permanecer adormecido por longos periodos explica sua
persisténcia mesmo apds o uso de fungicidas preventivos. A reprodugdo assexuada, com
producao de conidios hialinos e unicelulares em acérvulos, ¢ predominante, enquanto o estagio

sexual ¢ raramente detectado (Weir et al., 2012).
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Figura 10. Lesoes causadas pelo fungo C. gloeosporioides em diferentes frutos e folhas.

By
*aat

Fonte: AGROLINK (2025b).

Trabalhos como o de Flores e Poveda (2025) relatam o controle desse fungo no
crescimento micelial utilizando os 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus) e
eucalipto (Eucalyptus globulus) em concentragoes de 0,1% (v/v) e 0,175% (v/v),
respectivamente, apos 6 dias. Os 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare) e tomilho
(Thymus vulgaris), conforme relatado por Horst e colaboradores (2025) em concentragdes
superiores a 0,05% (v/v) também inibiram o crescimento micelial do fungo, e afetando a
permeabilidade da membrana. Para o 6leo essencial de alecrim, Yuan e colaboradores (2024)
relataram a concentracdo inibitoria minima e concentracdo fungicida minima de,
respectivamente 15,625 uL mL"' e 31,25 uL mL"!, onde, o mecanismo antifingico do 6leo
essencial de alecrim envolveu a destruicao da parede e membrana celular, a inibi¢do da sintese
de material genético e a divisdo e diferenciacdo celular.

A grande maioria dos estudos disponiveis na literatura limita-se a avaliacdo do controle
desses fungos em ensaios in vitro, havendo ainda uma lacuna significativa quanto a
investigacoes in vivo. Nesse contexto, Antonioli e colaboradores (2020) relataram o controle de
C. gloeosporioides em ensaios in vivo realizados em magds, utilizando nanocéapsulas
poliméricas de PLA contendo 6leo essencial de capim-limdo como composto ativo. Os autores
observaram que, na concentracao de 0,1% (v/v) de oleo essencial, houve redugdo de até 65%
no didmetro da necrose causada pelo fungo, em comparacao ao tratamento sem a adi¢do do
composto bioativo. Ressalta-se que o 6leo essencial na forma ndo encapsulada apresentou efeito
fitotoxico sobre os frutos, resultando em lesdes tdo severas quanto aquelas observadas no
controle contendo apenas o inoculo fungico. Esses resultados demonstram que a
nanoencapsulacao foi eficaz ndo apenas no controle do crescimento fingico, mas também na

mitigacao dos efeitos fitotoxicos do 6leo essencial sobre o fruto.
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2.4.1.2.2 Colletotrichum fructicola

C. fructicola ¢ uma espécie do complexo gloeosporioides que se destaca por sua ampla
distribuicao geografica e grande adaptabilidade a diferentes hospedeiros, incluindo manga,
macga, morango, café e péssego (Figura 11)(Bragard et al., 2021).

A infeccdo por C. fructicola inicia-se geralmente a partir de ferimentos ou aberturas
naturais, sob condi¢des de alta umidade e temperatura entre 25 e 30 °C, em frutos, causa necrose
tecidual, resultando em lesdes e escurecimento dos frutos (Cai et al., 2009).

O patdgeno ¢ responsavel por perdas expressivas, especialmente em macga e café, nos
quais causa a podriddo amarga e a antracnose dos frutos. Essas doengas comprometem ndo
apenas o rendimento, mas também a aparéncia e o valor de mercado do produto. A presenca de
infec¢do latente representa um desafio adicional, pois os sintomas muitas vezes surgem apenas

durante o transporte ou armazenamento pos-colheita. (Cannon et al., 2012)

Figura 11. Lesoes causadas pelo fungo C. fructicola em diferentes frutos e folhas.

e

Fonte: adaptado de Rockenbach (2016).

O controle quimico tem sido amplamente empregado, porém a resisténcia de C. fructicola
a fungicidas como carbendazim e tiabendazol ja foi documentada em varias regides Cortaga e
colaboradores (2023). Esse contexto favorece o avanco de pesquisas com compostos naturais,
como 6leos essenciais.

Estudos para o controle de C. fructicola utilizando 6leos essenciais ja sdo presentes na
literatura. Pansera e colaboradores (2023) ao empregarem os 6leos essenciais extraidos de
folhas de Cupressus sempervirens (cipreste-italiano) e Cupressus lusitanica (cipreste-
portugués) observaram que estes foram ineficazes no controle de individuos adultos de C.
fructicola em todas as concentracdes avaliadas. No entanto, foi observada a atividade destes
Oleos sobre a germinagdo dos conidios, em que os Oleos essenciais de C. sempervirens e C.
lusitanica inibiram, respectivamente, 50% e 38% da germinacao dos conidios de C. fructicola
na concentragio de 2 uL mL™!. O composto carvacrol, sendo comumente majoritario no 6leo

de tomilho, também foi relatado para o controle desse fungo, que apds 6 dias e em
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concentragdes de 0,04% (v/v) controlou o crescimento micelial (Pei et al., 2020a).

Em relagdo a utilizagdo de nanoparticulas para o controle de C. fructicola, Lopez-
Bermudez e colaboradores (2024) avaliaram o efeito antifungico de nanoparticulas de
quitosana. Contudo as nanoparticulas nao inibiram o crescimento fingico, entretanto, a
viabilidade celular diminuiu a medida que a concentracdo de nanoparticulas aumentou, sendo
observada inibi¢io completa da viabilidade na concentracdo de 5 g L™'. Além disso, foi
observado reducao no comprimento médio das hifas. Estudos envolvendo a utilizagdo de

nanoparticulas para o controle in vivo deste fungo ndo sao relatados na literatura.

2.4.1.3 Penicillium sp.

Espécies do género Penicillium sao fungos filamentosos saproéfitas amplamente
disseminadas no ambiente. No que se relaciona a agricultura, algumas espécies, como
Penicillium expansum, P. digitatum e P. italicum, sdo reconhecidas como os principais agentes
de podriddes pos-colheita em frutos carnosos, especialmente magas, peras e citros. Esses fungos
produzem conidios esverdeados e esporulam rapidamente sob alta umidade, colonizando
tecidos danificados e causando deterioragdo significativa durante o armazenamento e transporte
(Figura 12) (Duan et al., 2016).

Em citros, P. digitatum causa o mofo verde, enquanto P. italicum é responsavel pelo mofo
azul, ambos favorecidos por ferimentos mecanicos e pela elevada umidade relativa do ar
(Bhatta, 2022). Ja P. expansum ¢ o agente causal da podridao azul da maca, além de produzir a
patulina, uma micotoxina de preocupac¢do alimentar devido a sua toxicidade (Luciano-Rosario
et al., 2020). Esses patogenos reduzem a vida util dos frutos e comprometem a seguranga
alimentar, sendo um desafio recorrente na cadeia pos-colheita. Tradicionalmente, o controle

desses fungos ¢ realizado com fungicidas sintéticos, como imazalil, tiabendazol e pirimetanil.
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Figura 12. Lesdes causadas pelo fungo Penicillium sp. em diferentes frutos.

Fonte: AGROLINK (2026b).

O controle de fungos Penicillium sp. utilizando 6leos essenciais ja ¢ relatado na literatura.
Garcia-Custodio e colaboradores (2025) para o controle de P.digitatum e P. italicum utilizou
os 6leos essenciais de rosmaninho maior (Lavandula pedunculata subsp. sampaioana), rozeira
(Lavandula stoechas subsp. luisieri), hortela-pimenta (Mentha % piperita), orégano (Origanum
vulgare subsp. virens), Thymus mastichina, e Thymus zygis subsp. Sylvestris. Dentre esses 0leos
essenciais, o 0leo essencial de Thymus zygis subsp. Sylvestris, com aproximadamente 68,83%
de sua composi¢ao sendo de timol, apresentou a maior atividade antifungica, com valores
médios de halo de inibi¢dao de 60,50 = 5,77 mm para P. digitatum e 54,33 £ 2,93 mm para P.
italicum, respectivamente, apos 96 horas.

O controle de P. digitatum utilizando nanotecnologia também se demonstra escasso na
literatura. Gharzouli e colaboradores (2024) em seu estudo utilizaram nanocédpsulas de
policaprolactona (PCL) com os compostos ativos sendo os 6leos essenciais de C. citratus e
Citrus limon (1imao siciliano) para o controle, in vivo, em laranjas. Utilizando as nanocéapsulas,
apos 21 dias ndo foram observados sinais do crescimento de fungos, vale ressaltar que quando
empregado as nanocapsulas contendo 6leo essencial de C. /imon as seguintes caracteristicas
nao foram relatadas: desidratagdo, alteragdes de cor e escurecimento em frutos revestidos. Além
disso, ¢ relatado que no teste sensorial ndo houve diferengas significativas entre as amostras

revestidas com as formulacdes de nanocépsulas de C. limon e o grupo controle.
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2.5 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de nanocépsulas poliméricas contendo 6leo essencial e avaliagdo no

controle de fitopatdogenos em frutos pds-colheita.

2.6 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

Obtencao e caracterizagdo dos diferentes 6leos essenciais utilizados;

Determinar a melhor metodologia para obtengao de nanocéapsulas de Poli(acido latico),
contendo 6leo essencial de capim-limao e citral;

Determinar a melhor metodologia para a obtengio de nanocapsulas de Eudragit® S100,
contendo dleo essencial de orégano;

Avaliar a atividade antifungica in vitro dos Oleos essenciais e das nanocépsulas
sintetizadas no combate a fungos fitopatogénicos;

Avaliar os danos causados pelo citral e o 6leo essencial de capim-limao (encapsulados
e ndo encapsulados) na parede celular e na atividade enzimatica do fungo Botrytis
cinerea.

Avaliar a atividade antifungica in vivo, em frutos pos colheita, das nanocapsulas

formuladas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de obter nanocapsulas contendo diferentes Oleos essenciais € seus
componentes majoritarios, com potencial aplicacdo no controle de fitopatégenos, este capitulo
apresenta os materiais ¢ métodos utilizados no desenvolvimento do estudo. Sao descritos os
insumos empregados na produgdo das nanocipsulas, bem como os procedimentos
experimentais adotados para sua sintese e caracterizagdo. Adicionalmente, sdo detalhadas as
metodologias utilizadas para avaliar o desempenho das nanocapsulas no controle in vitro ¢ in

vivo de fungos fitopatogénicos.

3.1 MATERIAIS

Acetona grau analitico foi adquirida da Dinamica (Brasil). O monostearato de sorbitano
(Span 60, Lote n°® SLCN2059) foi obtido da Sigma-Aldrich. Acetonitrila grau HPLC foi
adquirida da Merck, e o polissorbato 80 (Tween 80, Lote n® AUT0O045242) da DEG Produtos
Quimicos (Brasil). O PLA (poli(acido latico)) utilizado foi o Ingeo Biopolymer 4060D da
NatureWorks, lote FA1328B131, fornecido pela empresa Cargill. O Eudragit® S100 (Lote n°
B211205208) e o Eudragit® RS100 (Lote n° B211008630) foram doados pela Evonik Brazil
Industries AG (Evonik Brazil Ltda). O meio PDA (Potato Dextrose Agar, Lote n° VM1078630-
411) foi obtido da Merck-Millipore. Todos os reagentes comerciais foram utilizados sem
purificagdo prévia. A agua deionizada foi preparada por um sistema de purificagdo de agua

Milli-Q.

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencio e caracterizaciao dos oleos essenciais

Os 6leos essenciais de hortela-pimenta (Mentha piperita L.), orégano (Origanum vulgare
L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) foram adquiridos da empresa Quinari (Brasil). Os 6leos
essenciais de capim-limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.), citronela (Cymbopogon
winterianus Jowitt), eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) e Ho-Sho (Cinnamomum

camphora var. linaloolifera Y. Fujita) foram colhidos e extraidos por destilacdo a vapor a partir
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de folhas jovens e maduras secas colhidas no ano de 2023. O material vegetal foi cultivado no
campo experimental da Universidade de Caxias do Sul (29°0828,9” S, 50°59'29,3" O). A
composi¢ao quimica dos 6leos essenciais foi determinada por cromatografia a gas. A densidade
dos 6leo essencial de capim-limao e orégano e do citral foram determinadas utilizando um
densimetro portatil DMA-35n (Anton Paar) a 25 °C.

Os Oleos essenciais foram caracterizados na Central de Andlises do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul por cromatografia a gas com detector por
ionizacao de chama (GC-FID) e cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas (GC—
MS).

As analises por GC-FID foram realizadas em um cromatografo Shimadzu 2010 Plus,
utilizando uma coluna HP—Innowax (30 m % 320 um i.d.) 0,50 um espessura de filme (Hewlett
Packard, Palo Alto, USA), temperatura da coluna, 40 °C (8 min) para 180 °C, 3 °C min™', 230
°C (10 min); temperatura do injetor 250 °C; split ratio 1:50, detector de ionizacdo de chama
com temperatura de 250 °C; gas de arraste H> (34 kPa), volume injetado de 1 uL diluido em
hexano (1:10).

As andlises por GC-MS foram realizadas em um cromatografo Hwelett Packard 6890,
equipado com um detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MDS5973, com o software
HP Chemstation e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna capilar HP—Innowax (30
m x 320 pm 1.d.) 0,50 um espessura de filme (Hewlett Packard, Palo Alto, USA), temperatura
da coluna, 40 °C (8 min) para 180 °C, 3 °C min™!, 230 °C (10 min); temperatura do injetor 250
°C; interface 280 °C, split ratio 1:50; gas de arraste He (56 kPa); razdo de fluxo: 1,0 mL min™;
energia de ionizacdo 70 eV; volume injetado 1 pL diluido em hexano (1:10).

A identificacdo quimica dos constituintes dos 6leos foi obtida pela comparacdo dos
respectivos espectros de massa com a biblioteca Wiley (GC-MS) e por comparagdo do indice
de retencdo linear (LRI) pratico com dados da literatura (BABUSHOK; LINSTROM;
ZENKEVICH, 2011). O indice de retengdo linear foi calculado utilizando a equagdo proposta
por H. van den Dool e D. J. Kratz (Equagdo 1) por se tratar de uma metodologia com
programacao linear de temperatura e utilizando um padrdo de alcanos C7 a C30 da Sigma-

Aldrish (DOOL; KRATZ, 1963; ZELLNER et al., 2008).

t —t
LRI = 100.n + 100 (M) Equagdo 1

tr(n+1) — Crn



45

Sendo:

n —numero de carbonos do alcano linear menos retido pela fase estacionaria do que o composto
X;

tr, — tempo de retencdo do composto desconhecido (x);

trn — tempo de retengdo do alcano linear menos retiro pela fase estacionaria do que o composto
X;

trn+1) — tempo de retengdo do alcano linear mais retido do que o composto x.

O célculo do percentual relativo de cada composto no 6leo essencial foi determinado a partir

da area dos picos obtidos por GC—FID.

3.2.2 Obtencao dos conidios fungicos

Amostras dos fitopatdgenos causadores de doengas pos-colheita, B. cinerea, C. fructicola,
C. gloeoesporioides e P. digitatum, foram fornecidas pela cole¢ao de fungos do Laboratorio de
Fitopatologia da Universidade de Caxias do Sul. Para a obtenc¢do da suspensdo de conidios
fingicos, placas de PDA foram inoculadas com cada fungo e mantidas a 25 °C por 14 dias, sob
fotoperiodo de 12 h. Apds esse periodo, as placas foram escovadas para a remogao das hifas e,
em seguida, mantidas por mais 24 h a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 h (SL224/390-I, Solab,
Brasil). Posteriormente, as placas foram lavadas com agua destilada estéril. Os conidios
fungicos foram quantificados em camara de Neubauer e ajustados para uma concentragdo final

de 1 x 10° conidios mL .

3.2.3 Avaliacao da atividade antifungica dos 6leos essenciais

O ensaio de inibicdo da germinagdo de conidios para B. cinerea, C. fructicola, C.
gloeosporioides e P. digitatum foi conduzido utilizando sete concentragdes diluidas preparadas
a partir de suspensdes dos Oleos essenciais de capim-limdo, citronela, eucalipto, hortela-
pimenta, ho-sho, orégano e tomilho, nas concentracdes de 0,4%, 0,2%, 0,1%, 0,05%, 0,025%,
0,0125% e 0,006% (v/v). As suspensdes de Oleos essenciais foram preparadas por diluicao de

uma solucdo com a concentrac¢ao inicial de 0,8% (v/v) em solu¢do aquosa contendo Tween 80



46

a 0,5% (m/v). Para o controle negativo, utilizou-se uma solugdo aquosa contendo apenas
Tween 80 a 0,5% (m/v).

Em placas de microtitulagao de 96 pogos, adicionaram-se 50 uL de meio YPD e 50 uL
de cada diluicao em cada pogo, seguidos da adi¢ao de 10 pL de uma suspensao de conidios
(1 x 10° conidios mL™). As placas foram incubadas a 25 °C, por 48 h, sob fotoperiodo de 12 h.
Os experimentos foram realizados em duplicata e avaliados em microscépio invertido (série

VT, Meiji Techno Co., Japao) com aumento de 400x.
Figura 13. Representacdo dos trés estagios da escala de germinagdo dos fungos B. cinerea, C. fructicula, C.
gloeosporioides e P. digitatum sob um microscopio (imagem microscopica em 400x%). (I) conidios com

crescimento de hifas, (II) conidios com emergéncia do tubo germinativo e (III) conidios sem a emergéncia de hifas
observaveis.

B. cinerea

C. fructicola

C. gloeosporioides

P. digitatum

1 1T 11

Fonte: o autor (2026).

As placas foram incubadas a 25 °C por 48 horas, sob um fotoperiodo de 12 horas. Os
experimentos foram realizados em duplicata. As observagdes microscopicas foram realizadas
apos 24 e 48 horas de incubacao. Com base no grau de germinagao dos conidios, foi elaborada

uma escala classificatoria composta por trés categorias: (I) conidios com crescimento de hifas,
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(IT) conidios com emergéncia do tubo germinativo e (III) conidios sem a emergéncia de hifas

observaveis (Figura 13).

3.2.4 Ensaios de intumescimento dos polimeros PLA e Eudragit® S100 e RS100

Para os testes de intumescimento utilizando o PLA, um filme foi obtido por meio de
prensagem em uma prensa hidrdulica da marca Shulz, modelo PHS 15t no Laboratério de
Polimeros da Universidade de Caxias do Sul, mantendo os pellets entre duas placas a 100 °C, e
aplica¢do de uma forca de fechamento de 5 toneladas, durante 5 minutos. Em seguida, realizou-
se o resfriamento em prensa hidraulica da marca Bovenau — 10 ton, mantendo as 5 toneladas
até atingir a temperatura ambiente.

Para a preparo do filme com o polimero Eudragit® S100, foi utilizado o método casting.
Para isso, mediu-se 2,0 g do polimero que foram posteriormente solubilizados em 20 mL de
acetona. Apds, a solucdo foi vertida em placas de Petri e mantidas a 30 °C até a completa
evaporacio do solvente. O polimero Eudragit® RS100 foi utilizado na forma de pellets.

Os filmes obtidos foram cortados nas dimensdes de 10 mm x 5 mm. Cada uma das placas,
para os polimeros PLA e Eudragit® S100, e pellets, para o polimero Eudragit® RS100, tiveram
as massas previamente determinadas e dispostas em frascos ambar junto ao 6leo essencial, em
quantia suficiente para manté-las submersas, e mantidos a temperatura ambiente. Em intervalos
de tempo de 3, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 dias as placas foram retiradas dos 6leos essenciais, secas

com papel absorvente e, entdo, a massa foi novamente determinada (Guterres et al., 2000).

3.2.5 Otimizac¢ao da sintese das nanocapsulas

A encapsulacdo dos 6leos e seus componentes majoritarios foi realizada por meio da
deposicao interfacial do polimero pré-formado, adaptando a metodologia previamente descrita
por Fessi e colaboradores (1989). Inicialmente, 100 mg de PLA ou Eudragit® S100 (0,13% m/v)
e 77 mg de monostearato de sorbitana (Span 60, 0,10% m/v) foram dissolvidos em 30 mL de
acetona a 40 °C. Em um segundo frasco, 77 mg de polissorbato 80 (Tween 80, 0,10% m/v)
foram dissolvidos em 50 mL de dgua deionizada a temperatura ambiente. Ap6s uma hora de
agitacdo de ambas as solugdes, o composto ativo (OECL, citral ou OEOV), em um dos seguintes
volumes: 100, 200, 300, 400 ou 500 pL) foi adicionado a fase organica sob agitacdo vigorosa e

mantido por mais 10 minutos.
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Em seguida, a fase organica foi injetada na fase aquosa sob agitagdo vigorosa, utilizando
uma bomba dosadora automatica (OFA 40D, OFA Ambiental, Brasil) com vaziao de
0,5 mL min™. A suspensdo resultante foi mantida sob agitacdo vigorosa por mais 10 minutos.
A acetona foi entdo evaporada sob pressao reduzida a 40 °C, obtendo-se um volume final de 50
mL de suspensdo de nanocapsulas de OECL (OECL-NC), de citral (Citral-NC) ou de OEOV
(OEOV-NO).

3.2.6 [Escalonamento do processo de formulacao das nanocapsulas de PLA

Em um frasco de vidro de 5 L, 4,0 g de PLA e 3,08 g de monostearato de sorbitana (Span
60, 0,10% m/v) foram dissolvidos em 1,2 L de acetona a 40 °C. A mistura resultante foi mantida
sob agitacdo magnética por uma hora, até completa dissolucdo. Em seguida, a temperatura foi
reduzida para 30 °C e adicionaram-se 20,0 mL do composto ativo, OECL (6leo essencial de
capim-limao) ou citral, mantendo a mistura sob agitacdo por mais uma hora.

Essa solugdo organica foi injetada, a uma vazao de 0,5 mL min’, por meio de uma bomba
dosadora automatica (OFA 40D, OFA Ambiental, Brasil) em uma solu¢do aquosa composta
por 3,08 g de polissorbato 80 (Tween 80, 0,10% m/v) diluidos em 2,0 L de agua deionizada,
contida em um frasco de vidro de 5 L equipado com um eixo de agitacdo com seis pas, operando
a 250 rpm.

Ao final da adi¢do, a suspensao resultante foi mantida sob agitagdo por mais uma hora.
Por fim, a acetona foi removida por evaporagdo. Nessa etapa, foi montado um sistema de
evaporagdo com banho-maria externo aquecido a 40 °C e pressdao levemente reduzida (800

mbar) para remocao do solvente.

3.2.7 Ensaios de espalhamento dinamico de luz (DLS) e potencial zeta (PZ)

As analises de espalhamento de luz (DLS), potencial zeta (PZ) e polidispersao foram
realizadas no Laboratorio de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul, em um
equipamento ZetaSizer Pro-Blue (Malvern UK). Foram utilizados como parametros o indice de
refracdo de 1,459 (PLA) e 1,390 (Eudragit® S100), temperatura de 25 °C, geometria esférica.
Cubetas do modelo DTS0012 e DTS1070 para DLS e potencial Zeta, respectivamente. Os

dados obtidos durante o ensaio foram adquiridos no software ZS Explorer v.3.3.1.5.
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3.2.8 Medida das eficiéncias de encapsula¢io

As eficiéncias de encapsulacdo (EE) foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), utilizando um sistema cromatografico Shimadzu (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao) composto por duas bombas LC-20AD, um detector UV (SPD-
20A) ajustado em 240 nm e 274 nm, para citral e carvacrol, respectivamente, € uma coluna de
fase reversa Lichrospher RP18 (250 mm X 4,6 mm; 5 um), mantida a 30 °C. A fase modvel
utilizada foi acetonitrila:agua (60:40) para citral e acetonitrila:agua (50:50) para carvacrol, com
fluxo de 0,5 mL min™' e tempo total de analise de 25 minutos. O volume de inje¢do foi de 5 pL.

A quantificagdo do citral ou do 6leo essencial de capim-limao (OECL) nas nanocépsulas
foi realizada com base em uma curva analitica construida apenas com o citral, por ser o principal
componente do OECL. A curva obtida foi descrita pela equagdo y = 418932864,22x +
458817,01, construida em triplicata, com dez niveis de concentragdo variando de 0,0020 a
0,1000% (v/v), utilizando acetonitrila como solvente. O coeficiente de correlacio (R?) foi 0,999,
e os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdao (LOQ) foram 0,0015% (v/v) e 0,0047% (v/v),
respectivamente.

Para o 6leo essencial de orégano (OEOV), foi utiilzado o carvacrol como padrdo. A curva
analitica obtida foi y = 64030366,22x + 37022,95, também construida em triplicata, com
concentragdes variando de 0,0020 a 0,1000% (v/v), utilizando acetonitrila como solvente. O
coeficiente de correlacao (R?) foi 0,999, e os valores de LOD e LOQ foram 0,0019% (v/v) e
0,0053% (v/v), respectivamente.

A determinacdo de citral e carvacrol nas formula¢des nanoencapsuladas (OECL-NC,
Citral-NC e OEOV-NC) foi realizada pelo método de ultrafiltragdo. Foram adicionados 200 puL
da suspensio de nanocépsulas a filtros (Ultrafree®-MC 10000 MW, Millipore), seguidos de
centrifugacdo a 10000 rpm por 10 minutos. O material retido (nanocéapsulas) foi solubilizado
em 1 mL de acetonitrila, filtrado em membranas de nylon com poros de 0,2 um e posteriormente
analisado por HPLC.

A EE foi calculada considerando a quantidade de OECL, citral ou OEOV adicionada
durante o processo de nanoencapsulacdo e a quantidade de citral ou carvacrol nanoencapsulado

determinada por HPLC, de acordo com a Equagao 2:

EE(%) = [100 —

C;—C
%] x 100 Equagdo 2

i



50

Sendo:
C; — concentragdo de citral ou carvacrol (% v/v) adicionada na formulacao;

Cr — concentragdo de citral ou carvacrol (% v/v) retida nas nanocapsulas ultrafiltradas.

Para o OECL, o valor obtido de EE foi corrigido dividindo-se por 0,7493, considerando
que o citral representa 74,93% da composicao do 6leo na caracterizacao feita por GC-MS. Para
0 OEOV, a correg¢do foi feita dividindo o resultado por 0,7019, devido a proporcao de 70,19%
de carvacrol em sua composi¢ao, também proveniente da caracterizagdo por GC-MS.

A capacidade de carga (CG) foi calculada com base na eficiéncia de encapsulagao obtida,

de acordo com a Equagao 3:

me
CG(%) = —=x 100 3
(%) (m, + my,) Equagao 3
Sendo:
m, —massa de OECL, citral ou carvacrol encapsulado;

m,, —massa do PLA ou Eudragit® S100.

3.2.9 Microscopia eletronica de varredura com canhio de emissio de campo

A morfologia das nanocépsulas foi avaliada por meio da técnica de microscopia eletronica
de varredura com canhdo de emissdo (FEG-SEM). As anélises foram realizadas no Laboratorio
Central de Microscopia Professor Israel Baumvol, da Universidade de Caxias do Sul, utilizando
um equipamento FEG-SEM de alta performance com emissor Schottky de alto brilho da Marca
Tescan, modelo MIRA 3.

Para as imagens obtidas, o preparo fora feito com um aerografo direcionado a uma placa
de silicio, apds a aspersao das solugdes, a placa de silicio foi presa a um sfub utilizando fita de
carbono. Entdo, o stub foi armazenado em dessecador por 24 horas antes de realizar a

microscopia. As magnificagdes empregadas variaram de 3.000 a 20.000 vezes.

3.2.10 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do filme de Eudragit®

S100, do ¢6leo essencial livre de Origanum vulgare (OVEQ) e da formulacao otimizada de
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nanocapsulas (OVEO-NC-5, contendo 500 pL de 6leo essencial) foram obtidos utilizando um
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier Nicolet iS10 FTIR
Spectrometer (Thermo Scientific), equipado com acessoério de refletancia total atenuada (ATR).

Os espectros foram adquiridos com resolugdo de 0,5 cm™, na faixa espectral de 4000—
500 cm’!. Para a anélise das nanocépsulas, a amostra foi previamente concentrada utilizando
um filtro (Ultrafree®™-MC 10000 MW, Millipore), a 10000 rpm por 5 min, sendo posteriormente

liofilizada para remogao da agua residual.

3.2.11 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do Eudragit S100, do 6leo essencial de Origanum vulgare (OVEO)
e da formulacio de nanocapsulas (OVEO-NC-5) foi determinada por analise
termogravimétrica utilizando um microanalisador termogravimétrico Shimadzu TGA-50
Thermogravimetric Analyzer (Shimadzu, Kyoto, Japao). Aproximadamente 10 mg de cada

1

amostra foram aquecidos de 25 °C a 700 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min™, sob

atmosfera de nitrogénio (N2) com fluxo de 50 mL min!.

3.2.12 Avaliacio da atividade antifiungica das nanocapsulas

3.2.12.1 Ensaio da atividade antifingica in vitro

Os ensaios de inibicao da germinagao para as suspensoes de OECL-NC-5, Citral-NC-5
e OEOV-NC-5 foram conduzidos usando sete concentragdes diluidas preparadas a partir do
OECL-NC-5, Citral-NC-5 ou OEOV-NC-5, formulados nas concentragoes de 0,4%, 0,2%,
0,1%, 0,05%, 0,025%, 0,0125% e 0,006% (v/v). Para estudo comparativo, emulsdes 6leo-dgua
ndo encapsuladas de OECL, citral ou OEOV, contendo Tween 80 a 0,5% (m/v), foram
preparadas nas mesmas concentragdes. Para o controle negativo, foi utilizada uma solugao
aquosa contendo apenas Tween 80 a 0,5% (m/v). As avaliagdes e escalas de germinacgdo feitas
por microscopio Otico foram as mesmas descritas na sessdo 3.2.3 (Avaliagdo da atividade

antifingica dos 6leos essenciais).
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3.2.12.2 Citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo foram utilizadas as suspensdes de OECL-NC-5 e
Citral-NC-5 e o fungo B. cinerea. Para isso, os conidios de B. cinerea foram coletados de
placas de BDA (Batata Dextrose Agar) com 14 dias de idade. Os esporos foram lavados com
agua esterilizada, e a concentragdo foi ajustada subsequentemente para 1 x 105 esporos mL-1
em meio SD (0,67% de Yeast Nitrogen Base (Y1250, Merk), 2% de glicose, pH 6,8) A
suspensdo de conidios tratada com OECL ou citral encapsulado ou ndo encapsulado nas
concentragdes de 0,05% e 0,10% (v/v), e os conidios ndo tratados, foram incubados por 6 horas
em um agitador orbital (150 rpm, 28 °C).

A atividade da esterase e a integridade da membrana foram avaliadas por citometria de
fluxo em um citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson Biosciences, EUA) equipado
com um laser de ion argdnio emitindo a 480 nm. A integridade da membrana celular e a
atividade da esterase foram determinadas utilizando o kit de vitalidade FungaLight Yeast™
CFDA, AM/iodeto de propidio (Invitrogen), que inclui diacetato de 5-carboxifluoresceina
(5-CFDA) para determinar a atividade da esterase.

Dados de citometria de fluxo de 10.000 células foram adquiridos utilizando o sofiware
CellQuest Pro v.5.2 (BD Bioscience, EUA), e a anélise dos dados foi realizada utilizando o

FlowJo v.10 (TreeStar, Inc., EUA).

3.2.12.3 Ensaios antifingicos in vivo

3.2.12.3.1 Controle in vivo de B. cinerea em uvas pos-colheita por OECL e citral
nanoencapsulados

A atividade antiflingica das suspensdes de OECL-NC-5 e Citral-NC-5 foi avaliada em
uvas Thompson Seedless (Vitis vinifera L.) adquiridas em um supermercado local da safra de
2025. Uvas maduras, de tamanho uniforme e sem sinais de dano ou infec¢do, foram
cuidadosamente selecionadas, higienizadas com solugdes de etanol 70% (v/v) e hipoclorito de
sodio 0,5% (v/v), e posteriormente lavadas com agua esterilizada. Para avaliar um tratamento
preventivo contra B. cinerea, foram utilizadas suspensdes de OECL, OECL-NC-5, Citral e
Citral-NC-5 nas concentragdes determinadas no ensaio in vitro (0,05% (v/v) e 0,10% (v/v)),

além de um controle negativo constituido por uma solugdo aquosa de Tween 80 (0,5% m/v).
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Foram utilizadas quatorze uvas para cada tratamento. Uma lesdo de aproximadamente 1 mm de
profundidade foi feita com uma agulha, e entdo aplicaram-se 10 pL do tratamento em cada
ferimento, seguidos da adi¢ao de 10 uL de uma suspensdo de conidios do fungo (1 x 103
conidios mL™), exceto no controle negativo. Um grupo de 14 uvas feridas, porém sem
tratamento, foi utilizado como controle positivo. Os frutos foram acondicionados em caixas
plasticas esterilizadas e mantidos a 24 + 1 °C e umidade relativa de 95% por 168 h. O didmetro
das lesoes foi medido em duas diregdes perpendiculares utilizando um paquimetro digital de

aco inoxidavel, apds 96 h, 128 h e 168 h.

3.2.12.3.2 Controle in vivo de C. gloeosporioides em magds pos-colheita utilizando OVEO
nanoencapsulado

Para a avaliag¢do da atividade antiflingica das suspensdes de OEOV-NC foram utilizadas
14 magas (Malus domestica 'Gala') para cada tratamento, adquiridas em mercado local da safra
2025 e higienizadas da mesma forma que fora feito com as uvas. Nesse caso o tratamento
preventivo contra C. gloeosporioides foi feito utilizando suspensdes de OEOV e OEOV-NC
nas concentragdes de 0,025 e 0,05% (v/v), com base no ensaio in vitro, além de um controle
negativo composto por uma solugio aquosa de Tween 80 (0,5% m/v). Foram utilizadas quatorze
macas para cada tratamento. Com o auxilio de um bisturi esterilizado, realizaram-se cortes de
aproximadamente 10 mm de comprimento e 1 mm de profundidade. Em seguida, aplicaram-se
5 mL da solugdo de tratamento em cada maga utilizando um frasco pulverizador, seguidos da
adi¢do de 10 pL de uma suspensdo de conidios do fungo (1 x 10° conidios mL™), exceto no
controle negativo. Um grupo de 14 magas feridas, porém sem tratamento, foi utilizado como
controle positivo. Os frutos foram acondicionados em caixas plasticas esterilizadas e mantidos
a 24 £ 1 °C e umidade relativa de 95%, durante 21 dias. O diametro das lesoes foi medido em
duas dire¢des perpendiculares utilizando um paquimetro digital de aco inoxidavel, aos 7, 14 e

21 dias.
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3.2.13 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA e pds-teste de Tukey. O nivel

de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software R (R Core Team, Vienna, Austria).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serao apresentados e discutidos os resultados obtidos para a sintese e
caracteriza¢do das nanocapsulas de poli(acido latico) e Eudragit® S100 contendo éleo essencial
e seus respectivos compostos majoritarios. E por fim, seus desempenhos no controle, in vitro e

in vivo, de fungos fitopatogénicos

4.1 CARACTERIZACAO DOS OLEOES ESSENCIAIS

Para assegurar a qualidade e a composi¢do quimica dos Oleos essenciais a serem
utilizados nesse trabalho, as amostras foram caracterizadas pela técnica de cromatografia a gas
com detector por espectrometria de massas (GC-MS) e por cromatografia a gas com detector
de ionizacdo de chama (GC-FID). A identificagdo adequada dos picos observados nos
cromatogramas, em associacao a analise comparativa dos espectros de massas, foi realizada
pela analise do indice de reteng¢do linear (LRI), e comparado aos valores reportados na literatura
(BABUSHOK; LINSTROM; ZENKEVICH, 2011; NIST, 2018).

A utilizacdo do indice de retencdo linear (LRI) ¢ fundamental, pois constitui uma
ferramenta eficaz para a identificagdo de compostos, mesmo diante de variagdes nos métodos
analiticos empregados, como diferencas nas fases estacionarias, no fluxo do gés de arraste e nas
rampas de temperatura. O principio do LRI baseia-se na correlagdo entre o tempo de retengao
dos compostos analisados € o de uma série de alcanos lineares (padrdes de referéncia),
utilizando equagdes especificas conforme o tipo de aquecimento aplicado durante a
cromatografia gasosa (DOOL; KRATZ, 1963; ZELLNER et al., 2008; NIST, 2018).

No oleo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus), foram quantificados quinze
compostos, totalizando 94,03% da composi¢do (Tabela 2). Dentre eles, destacam-se o neral e o
geranial, que correspondem a 31,53% e 43,40%, respectivamente. Juntos, esses dois isomeros
formam o citral, que representa 74,93% da composicao total do 6leo, caracterizando-o como o
composto majoritario. O terceiro composto mais abundante ¢ o micerno, com 13,29%.

Os valores encontrados estdo de acordo com o que ¢ relatado na literatura para a
identificacdo e quantificacdo do 6leo essencial de capim-limao. Cortes-Torres e colaboradores
(2023), em seu trabalho, identificaram os compostos majoritarios de Cymbopogon citratus

resultando em 8,76% de mirceno, 27,58% de neral e 38,62% geranial.
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Tabela 2. Compostos identificados no 6leo essencial de capim-limao por cromatografia a gas acoplado a
espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retencdo linear.

O‘;ﬁfgode CalIchﬁle dot Li t:f:tlura Composto identificado Percentual relativo %?>
1 993 988 B-mirceno 13,29
2 1031 1026 1,8—cineol 0,24
3 1038 1036 Fenilacetaldeido 0,12
4 1087 1086 o—terpinoleno 0,23
5 1099 1095 linalol 0,89
6 1128 1122 mircenol 0,24
7 1138 1137 cis-verbenol 0,19
8 1145 1145 isopulegol 0,38
9 1159 1155 isoborneol 0,82
10 1228 1227 nerol 1,32
11 1238 1235 neral 31,53
12 1266 1264 geranial 43,40
13 1381 1380 cumarina 0,27
14 1492 1492 6-selineno 0,42
15 1559 1555 elemicina 0,69

Total identificado 94,03

!Calculado com base no espectro de GC-MS. 2Calculado com base no espectro de GC-FID.

No oleo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus), foram quantificados 11
compostos, totalizando 92,31% da composi¢ao (Tabela 3). O composto predominante foi o
citronelal (48,22%), seguido por carvenona (19,51%) e citronelol (11,23%). Esses mesmos
compostos foram relatados por Rodrigues e colaboradores (2013), que analisaram o 6leo
essencial de citronela proveniente do Maranhao — Brasil, encontrando concentragdes de 26,5%

de citronelal, 16,2% de geraniol e 7,3% de citronelol.
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Tabela 3. Compostos identificados no 6leo essencial de citronela através de cromatografo a gés acoplado a
espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retencdo linear.

Oeliﬂfégode CalIchﬁle do'  Li teI;‘l:tIura Composto identificado Percentual relativo %?
1 1024 1022 o-cimeno 2,64
2 1151 1148 citronelal 48,22
3 1232 1223 citronelol 11,23
4 1253 1249 geraniol 19,51
5 1383 1380 coumarina 1,1
6 1464 1454 trans-p-farneseno 1,25
7 1486 1484 germacreno-d 0,73
8 1537 1537 a-cadineno 2,27
9 1538 1537 a-cadineno 1,81
10 1641 1602 ledol 0,96
11 1651 1649 B-eudesmol 2,59

Total identificado 92,31

!Calculado com base no espectro de GC-MS. 2Calculado com base no espectro de GC—FID.

Para o O6leo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus), seis compostos foram

quantificados, somando 95,31% do total. O composto majoritario foi o 1,8-cineol (65,49%),

seguido por a-tujeno (21,40%) (Tabela 4). Os dados obtidos estdo de acordo com o relatado na

literatura, Silvestre e colaboradores (1997), ao analisarem amostras de 6leo essenciais de

Eucalyptus globulus obtidas de diferentes arvores em variados estidgios de desenvolvimento

proveniente de Portugal relataram que os compostos majoritarios quantificados foram a-pineno

(2-27%), 1,8-cineol (47-76%) e a-terpineol (1-10%).

Tabela 4. Compostos identificados no 6leo essencial de eucalipto através de cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retengdo linear.

(Z::;l;ode CalIch?lle do! Li teIe;'l:tIura Composto identificado  Percentual relativo %?>

1 938 932 o-pineno 214
2 1046 1026 1,8-cineol 65,59
3 1062 1054 y-terpineno 3,58
4 1202 1186 o-terpineol 2,91
5 1432 1417 cariofileno 1,04
6 1581 1564 aldeido p-metoxicindmico 0,79

Total identificado 95,31

!Calculado com base no espectro de GC-MS. *Calculado com base no espectro de GC—FID.

No oleo essencial de hortela-pimenta (Mentha piperita L.), foram identificados e

quantificados nove compostos, totalizando 95,90%. O composto majoritario, representando

50,97% do total, foi o mentol, seguido pela mentona (24,88%) e o borneol (10,44%) (Tabela

5). Os dados presentes na literatura corroboram com os compostos encontrados, Kehili e
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colaboradores (2020) ao analisarem o 6leo essencial de hortela-pimenta provenientes de Tipaza
— Argelia, relataram os compostos majoritarios sendo mentol (53%), mentona (16%), acetato

de mentila (7%) e 1,8-cineol (5%).

Tabela 5. Compostos identificados no 6leo essencial de horteld-pimenta através de cromatografo a gas acoplado
a espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retencéo linear.

(Z;:ii:?ode Caltlﬁﬁll do'  Li t:;'l:tlura Composto identificado Percentual relativo %>
1 978 969 sabineno 0,53
2 1036 1026 1,8-cineol 2,51
3 1168 1148 mentona 24,88
4 1178 1165 borneol 10,44
5 1203 1167 mentol 50,97
6 1208 1195 metil chavicol 0,70
7 1249 1239 o-anisaldeido 0,70
8 1304 1294 Acetato de mentila 433
9 1413 1403 metileugenol 0,84

Total identificado 95,90

!Calculado com base no espectro de GC-MS. 2Calculado com base no espectro de GC-FID.

O dleo essencial de ho-sho (Cinnamomum camphora var. linaloolifera Y.Fujita), que
teve 96,94% quantificado, somou 10 diferentes compostos. O composto linalol, majoritario do
oOleo, representou 90,10%, seguido pela canfora (3,7%) (Tabela 6). A quantificacao do 6leo de
ho-sho também foi relatada por Vicengo e colaboradores (2021), que conforme os autores, o

composto majoritario linalol também estava presente em uma concentracdo superior a 90%.

Tabela 6. Compostos identificados no 6leo essencial de ho-sho através de cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retengdo linear.

(::;Sii:[;ode CalIch?lle do'  Li tel:;'l:tlura Composto identificado Percentual relativo %>
1 948 932 o-pineno 0,22
2 978 984 3-p-menteno 0,16
3 995 1022 o-cimeno 0,32
4 1132 1095 linalol 90,1
5 1157 1141 canfora 3,70
6 1413 1389 B-elemeno 1,23
7 1446 1434 y-elemeno 0,41
8 1474 1454 trans-B-farneseno 0,45
9 1578 1559 germacreno-b 0,35

Total identificado 96,94

!Calculado com base no espectro de GC-MS. *Calculado com base no espectro de GC—FID.

No dleo essencial de orégano (Origanum vulgaris) foi possivel identificar e quantificar

98,35%, compreendendo oito diferentes compostos. O principal componente foi o carvacrol
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(70,19%), seguido pelo o-cimeno (13,34%) (Tabela 7). Esses resultados estdo alinhados aos
obtidos por Shiwakoti e colaboradores (2016), que avaliaram a composi¢ao do dleo essencial
de orégano em diferentes estagdes do ano e identificaram como compostos majoritarios o

carvacrol (38-61%), p-cimeno (8-20%) e y-terpineno (11-15%).

Tabela 7. Compostos identificados no éleo essencial de orégano através de cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retencdo linear.

Ordem de LRI LRI

elitigan Calculado!  Literatura Composto identificado Percentual relativo %?
1 932 932 o-pineno 1,1
2 946 946 canfeno 0,34
3 988 988 mirceno 1,85
4 1014 1014 o.-terpineno 0,92
5 1026 1026 o-cimeno 13,34
6 1054 1054 y-terpineno 4,94
7 1108 1089 p-cimeno 1,47
8 1305 1298 carvacrol 70,19
9 1417 1417 B-cariofileno 42
Total identificado 98,35

!Calculado com base no espectro de GC-MS. 2Calculado com base no espectro de GC—FID.

E por fim, no 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris), foram possiveis identificar e
quantificar 15 compostos, totalizando 98,35%. O composto presente em maior concentragao foi
o p-cimeno (37,01%), seguido pelo timol (28,47%) e y-terpineno (10,84%) (Tabela 8). Esses
compostos sdo descritos na literatura para o 6leo essencial. Satyal e colaboradores (2016) ao
analisarem o 0leo essencial proveniente de plantas localizadas na Franga e Sérvia relataram que
a concentragdo dos compostos majoritarios, em ambas as localizagdes, variou entre 33 e 40%

para o timol, 17 e 26% para o p-cimeno e 13 e 30% para o y-terpineno.
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Tabela 8. Compostos identificados no 6leo essencial de tomilho através de cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas e posterior calculo do indice de retencdo linear.

Ordem de LRI LRI

elitigan Calculado!  Literatura Composto identificado Percentual relativo %>
1 927 924 o-tujeno 1,4
2 933 932 o-pineno 1,21
3 948 969 sabineno 0,57
4 996 988 mirceno 3,39
5 1019 1014 o-terpineno 1,28
6 1035 1020 p-cimeno 37,01
7 1064 1054 y-terpineno 10,84
8 1075 1083 fenchona 1,09
9 1111 1101 o-tujona 2,86
10 1171 1155 isoborneol 0,95
11 1183 1167 umbellulone 0,56
12 1286 1270 (E)-cinamaldeido 1,11
13 1322 1289 timol 28,47
14 1325 1403 metileugenol 1,76
15 1415 1496 valenceno 2,05
Total identificado 98,35

!Calculado com base no espectro de GC-MS. 2Calculado com base no espectro de GC-FID.

Apos a apresentagdo da composicao quimica dos 6leos essenciais, a Figura 14 apresenta
as estruturas quimicas dos compostos majoritarios, definidos como aqueles com participacao
superior a 10% da composi¢do relativa em cada 6leo essencial, conforme determinado pelas
analises de GC-MS e GC-FID. A representacdo estrutural desses constituintes permite uma
melhor visualizacdo das principais classes de metabolitos presentes, predominantemente

monoterpenos e seus derivados oxigenados, que caracterizam quimicamente os 0leos avaliados.



61

Figura 14. Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados nos dleos essenciais de capim-limao,
citronela, eucalipto, hortela-pimenta, ho-sho, orégano e tomilho, determinadas por analises de GC-MS e GC-FID.
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Fonte: o autor (2026).

42 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os 6leos essenciais exercem efeito
inibitorio varidvel sobre a germinag¢do de conidios de diferentes fitopatdgenos, dependendo
tanto da espécie fungica quanto da concentracao utilizada. Dentre os 6leos testados, destacam-
se o capim-limao e o orégano, que apresentaram os melhores resultados antifungicos em
praticamente todos os patdgenos avaliados.

Para o fungo B. cinerea, observou-se que os 6leos de capim-limao, citronela, ho-sho,
horteld-pimenta, orégano e tomilho foram eficazes na inibigao total da germinacdo dos conidios
em concentragdes > 0,1%, mesmo apds 48 horas. Em contraste, o 6leo de eucalipto mostrou-se
pouco eficaz, permitindo germinagdo completa mesmo nas concentragdes mais elevadas

(0,4%), sugerindo menor atividade antifingica frente a este patdgeno (Tabela 9).
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Tabela 9. Atividade antiftingica in vitro dos 6leos essenciais contra o fungo B. cinerea em 24 e 48 horas.

Cog/c(;gga;qﬁo Capim-limao Citronela Eucalipto Ho-sho I;c:;;t;f; Orégano Tomilho

24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

0,4 11 111 I 11 I I 111 I I 111 I I I I

0,2 11 111 I 11 I I 111 1I I I I I I I

0,1 11 111 I 11 I I 111 I I I I I I I

0,05 11 111 I I I I I I 1I I I I I I
0,025 II I II I I I I I I I I I I I
0,0125 I I I I I I I I I I I I I I
0,00625 I I I I I I I I I I I I I I
Controle I I I I I I I I I I I I I I

Escala de germinagdo: (I) conidios com crescimento de hifas, (II) conidios com emergéncia do tubo germinativo

e (IIT) conidios sem emergéncia de hifas observavel.

No caso do C. fructicola, uma sensibilidade semelhante foi observada para capim-limao
e orégano, que impediram a germinagdo em concentracdes >0,05 e 0,0125% (v/v),
respectivamente. J4 o OE de eucalipto demonstrou novamente baixa eficdcia, ocorrendo a
germinagio dos conidios mesmo em altas concentragdes. Oleos como ho-sho e horteld-pimenta
apresentaram agao inibitoria parcial, sendo mais efetivos em concentragcdes mais altas (Tabela

10).

Tabela 10. Atividade antifingica in vitro dos 6leos essenciais contra o fungo C. fructicola em 24 ¢ 48 horas.

Cor(l;entragﬁo Clplin- Citronela Eucalipto Ho-sho Jetuit Orégano Tomilho
o(v/v) limao pimenta.
24h 48h 24 h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0,4 111 11T 11T 11T | | 1 111 111 111 1 1 1 111
0,2 111 11T 11T 11T | | 1 I 111 111 1 1 1 111
0,1 111 11T 11T I | | | I 111 11 1 1 1 I
0,05 111 I | I | | | I I I 1 1 1 I
0,025 I I | I | | | I I I 1 1 1 I
0,0125 I I I I I I I I I I 111 I I I
0,00625 I I I I I I I I I I 11 I I I

Controle I I I I I I | I I I I I I I

Escala de germinagdo: (I) conidios com crescimento de hifas, (IT) conidios com emergéncia do tubo germinativo

e (IIT) conidios sem emergéncia de hifas observavel.

Em relagdo ao C. gloeosporioides, o comportamento observado na atividade dos OE para
os demais fungos mantido. O 6leo de orégano inibiu completamente a germinacao até 0,025%,
o0 6leo de capim-limdo, o segundo mais efetivo, controlou a germinagao até 0,05%. O 6leo de
eucalipto, ndo foi eficaz em nenhuma das concentragdes investigadas, sugerindo novamente

uma menor ac¢ao antifungica. Citronela, tomilho e hortela-pimenta apresentaram efeito limitado,
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sendo necessario concentragdes supeiores a 0,2% para apresentarem inibicao efetiva (Tabela

11).

Tabela 11. Atividade antifungica in vitro dos 6leos essenciais contra o fungo C. gloesporioides em 24 ¢ 48 horas.

Cori/centragﬁo Cion Citronela Eucalipto Ho-sho e Orégano Tomilho
o(V/V) limao pimenta.

24h 48h 24h 48h 24h  48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

0,4 111 111 111 111 111 | 111 111 111 111 11 11 11 111

0,2 111 111 111 111 | | 111 111 111 111 11 11 11 111

0,1 111 111 111 111 | | | 1 1 1 11 11 11 111

0,05 111 111 111 111 I I I 1 1 1 111 11 111 1
0,025 I I 1 1 I I I 1 1 1 111 1I | 1
0,0125 I I 1 1 I I I 1 1 1 | | | 1
0,00625 I I 1 1 I I I 1 1 1 | | | 1
Controle I I 1 1 I I I 1 1 1 | | | 1

Escala de germinagdo: (I) conidios com crescimento de hifas, (II) conidios com emergéncia do tubo germinativo

e (IIT) conidios sem emergéncia de hifas observavel.

Para o P. digitatum, o comportamento dos 6leos também seguiu o padrdo observado, com
os 6leos de capim-limao, citronela, orégano e tomilho promovendo o controle mais efetivo.
Destaca-se o 6leo de orégano, controlando totalmente o crescimento fungico em concentragdes
> 0,05%. O oleo de hortela-pimenta apresentou efeito intermedidrio, enquanto eucalipto e
citronela foram os menos eficazes frente a esse patdogeno, nao sendo efetivos em nenhuma das

concentragdes testadas (Tabela 12).

Tabela 12. Atividade antifingica in vitro dos dleos essenciais contra o fungo P.digitatum em 24 ¢ 48 horas.

Concentragao Capim- Hortela-

%(vIv) limdo Citronela Eucalipto Ho-sho e Orégano Tomilho
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

0,4 I I I I I I I I I I 1 1 1 I
0,2 I I I I I I I I I I 1 1 1 I
0,1 I I I I I I I I I I I 1 1 I
0,05 I I I I I I I I I I 1 1 I I
0,025 I I I I I I I I I I I I I I
0,0125 I I I I I I I I I I I I I I
0,00625 I I I I I I I I I I I I I I
Controle I I I I I I I I I I I I I I

Escala de germinagdo: (I) conidios com crescimento de hifas, (IT) conidios com emergéncia do tubo germinativo

e (IIT) conidios sem emergéncia de hifas observavel.

Sendo assim, observando os resultados obtidos, os 6leos essenciais mais eficientes para
o controle dos fungos testados foram os 6leos de orégano, capim-limao e tomilho.

Em relacao ao dleo de orégano, os resultados demonstraram uma alta capacidade para o
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controle de todos os conidios fungicos em concentragdes > 0,05%. A eficacia do 6leo essencial
de orégano se da principalmente devido ao carvacrol, composto com alta agdo antifingica,
causando danos as organelas intracelulares e induzindo a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, resultando em lesdao oxidativa da membrana celular (Pei et al., 2020b).

O o6leo essencial de capim-limao inibiu totalmente a germinagao de conidios de todas as
espécies testadas até concentragdes de 0,1%. Este resultado € coerente com estudos anteriores
que destacam o citral, principal componente do 6leo de capim-limao, como responsavel por sua
acdo antifungica. Segundo Scariot e colaboradores (2020), o citral atua desestabilizando a
membrana celular dos fungos, levando a perda de integridade e morte celular.

O 6leo de tomilho também apresentou resultados altamente eficientes, possivelmente esse
resultado se da pela alta concentracdo do composto timol presente no 6leo essencial, Gao e
colaboradores (2016) indicam que o timol possui alta eficiéncia fungicida para fungos como o
Fusarium graminearum, devido aos danos a membrana celular originados pela peroxidacao
lipidica e pela perturbacao da biossintese de ergosterol.

No que diz questdao ao 6leo de citronela foi observado efeito inibitorio, especialmente
sobre B. cinerea e C. gloeosporioides. Estudos como o de Fontana e colaboradores (2021)
também demonstraram a eficacia da citronela no controle de B. cinerea em frutas pds-colheita,
atribuindo a atividade antifungica a presenc¢a de citronelal e geraniol.

Por outro lado, o 6leo de eucalipto foi pouco eficaz, permitindo germinagao dos conidios
mesmo em altas concentragdes (0,4%). Essa menor atividade também foi observada por Espana
e colaboradores (2017), que relataram baixa eficacia antifingica do 6leo essencial de eucalipto
em C. gloeosporioides. A menor polaridade e a estrutura quimica menos reativa do eucaliptol
podem explicar esse resultado.

O o6leo de ho-sho e o de hortela-pimenta apresentaram efeitos intermedidrios, com agao
inibitdria significativa em concentragdes acima de 0,1%, mas reduzida em niveis mais baixos.
Raut e Karuppayil (2014) destacaram o potencial de 6leos mentolados e ricos em alcoois
terpénicos como antimicrobianos moderados.

As diferencas observadas na eficdcia antifungica dos 6leos essenciais avaliados podem
ser diretamente associadas a sua composicdo quimica, em especial a natureza e a abundancia
de monoterpenos oxigenados. O o6leo essencial de O. vulgare, que apresentou atividade
antifingica mais intensa e de maior espectro, € rico em carvacrol (70,19%), um monoterpeno
fenolico amplamente reconhecido por sua elevada acdo antifungica. O carvacrol atua na

desestabilizagdo das membranas celulares fingicas, promovendo alteragdes na permeabilidade
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da membrana, colapso da for¢a proton-motriz e indugdo de estresse oxidativo, culminando na
morte celular (Pei et al., 2020a).

De forma semelhante, o 6leo essencial de capim-limao apresentou elevada atividade
inibitoria frente a todos os patdgenos testados, o que pode ser atribuido ao seu alto teor de citral
(neral e geranial, >74%). O citral é conhecido por interagir com os lipidios de membrana e
proteinas intracelulares, comprometendo a germinagdo de esporos € o crescimento micelial
(Gutiérrez-Pacheco et al., 2023).

Em contraste, o 6leo essencial de eucalipto, predominantemente composto por 1,8-cineol
(65,59%), apresentou eficacia antifingica limitada. A estrutura de éter ciclico desse composto
apresenta menor reatividade frente as membranas fungicas quando comparada a compostos
fenolicos ou aldeidicos, o que pode explicar sua reduzida capacidade de inibi¢do da germinacao
conidial (Bakkali et al., 2008b).

Entre os 6leos essenciais avaliados, o 6leo essencial de orégano destacou-se pela maior
eficdcia antifingica, promovendo a inibi¢cdo completa da germinacdo de conidios de todos os
fungos fitopatogénicos testados em concentragdes >0,05% (v/v). Essa atividade fungicida
pronunciada e de amplo espectro, observada em concentragcdes relativamente baixas,
fundamentou a sele¢dao do dleo essencial de orégano (OEOV) como ativo para o processo de

nanoencapsulagio utilizando o polimero Eudragit® S100.

4.3 TESTE DE INTUMESCIMENTO

Para o desenvolvimento de sistemas nanoencapsulados, ¢ fundamental assegurar a
compatibilidade entre o material de parede (agente encapsulante) e os constituintes do nucleo,
uma vez que essa interagdo influencia diretamente a formagdo e a estabilidade das
nanocapsulas. Nesse contexto, o teste de intumescimento constitui uma etapa preliminar
essencial, pois permite avaliar a solubilizagdo ou a resisténcia a solubilizagdo de polimeros
quando em contato direto com Oleos essenciais. A solubilizacdo do polimero indica
incompatibilidade entre os componentes, sugerindo a formagao de nanoemulsdes, enquanto a
auséncia de solubilizacdo, associada a manutengdo da integridade estrutural, indica maior
adequacdo do polimero para atuar como material de parede em sistemas nanoencapsulados
estaveis (Fessi et al., 1989).

Dessa forma, foi realizado inicialmente o teste de intumescimento para avaliar a

compatibilidade dos polimeros poli(acido latico) (PLA), Eudragit® RS100 e Eudragit® S100
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frente aos oleos essenciais de capim-limdo, citronela, eucalipto, horteld-pimenta, ho-sho,

lavanda, orégano e tomilho.
Para o PLA, os resultados indicaram que sete dos nove 6leos essenciais investigados

apresentaram potencial para a nanoencapsulagdo, dentre eles, o 6leo essencial de capim-limao,
apresentou o maior grau de intumescimento (40%), e o dleo essencial de eucalipto, ndo

promoveu intumescimento (0%) (Figura 15). Em contraste, os 6leos essenciais de orégano e

tomilho promoveram a solubilizagdo do polimero, comportamento associado a elevada

concentragdo de fendis terpénicos, principalmente carvacrol e timol.

Figura 15. Variacdo de massa durante o experimento de entumecimento do PLA na presenca dos 6leos
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Fonte: o autor (2026).

O comportamento observado para o PLA pode ser explicado por suas caracteristicas
um polimero biodegradavel, de carater

estruturais (Figura 16A). Trata-se de
predominantemente hidrofobico, estrutura semicristalina e cadeias relativamente rigidas,

fatores que influenciam sua interacdo com compostos de baixa massa molar, como os

constituintes dos 0leos essenciais (Auras et al., 2004; Drumright et al., 2000).
O maior grau de intumescimento promovido pelo 6leo essencial de capim-limao pode ser

atribuido a elevada concentracdo de citral, um monoterpeno oxigenado de carater apolar,
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favorecendo a penetragdo parcial na matriz polimérica. Por outro lado, a solubilizacdo do PLA
pelos 6leos essenciais de orégano e tomilho esta relacionada a alta concentragdo de carvacrol e
timol, compostos com maior polarizabilidade e capacidade de estabelecer interagdes

intermoleculares mais intensas (Fortunati et al., 2012; Souza et al., 2013).

Figura 16. Estrutura quimica dos polimeros A) PLA, B) Eudragit® RS100 e Eudragit® S100, utilizados nos
ensaios de intumescimento.
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Em relagdo ao Eudragit® RS100 (Figura 16B), observou-se solubilizagio completa em
contato com todos os 6leos essenciais avaliados, evidenciando sua incompatibilidade como
material de parede para a formagao de nanocapsulas. Esse comportamento esta associado a sua
estrutura quimica, composta predominantemente por ésteres acrilicos e metacrilicos, além da
presenca de grupos amoOnio quaternario, que conferem ao polimero carater amorfo, elevada
flexibilidade de cadeia e ampla afinidade quimica com compostos apolares e moderadamente
polares (Bodmeier e Chen, 1989; Siepmann e Siepmann, 2012). Os 6leos essenciais utilizados
neste estudo sdo ricos em monoterpenos oxigenados e fenodis terpénicos, como citral, linalol,
timol e carvacrol (Sanchez-Gonzélez et al., 2011; Souza et al., 2013), o que favorece a
penetragio desses constituintes na matriz do Eudragit® RS100, reduzindo as interagdes
intermoleculares entre as cadeias poliméricas e resultando na perda de integridade estrutural e
consequente solubilizagdo do polimero.

Diferente do observado para o Eudragit® RS100, o Eudragit® S100 (Figura 16C) nio
apresentou intumescimento ou solubilizagdo quando exposto aos 6leos essenciais testados,
indicando maior resisténcia a interagcdo com esses compostos. Esse comportamento pode ser
atribuido a maior rigidez de sua cadeia polimérica e a presenca de grupos carboxilicos
anidnicos, que reduzem a afinidade com compostos hidrofobicos neutros e limitam a difusdo
dos constituintes dos 6leos essenciais no interior da matriz polimérica (Rowe et al., 2009).
Assim, o Eudragit® S100 mostrou-se adequado para a formulagdo de nanocapsulas contendo
os Oleos essenciais avaliados, especialmente os dleos essenciais de orégano e tomilho, que

promoveram solubilizacdo nos demais polimeros testados.



68

Com base nesses resultados, para a continuidade do estudo foi selecionado o PLA para a
formulagdo de nanocépsulas contendo 6leo essencial de capim-limao, e o Eudragit® S100 para
a formulagdo de nanocdpsulas contendo o6leo essencial de orégano, considerando a

compatibilidade observada entre os polimeros e os respectivos compostos bioativos.

4.4 SINTESE DOS SISTEMAS NANOENCAPSULADOS

4.4.1 Nanocapsulas utilizando poli(acido latico)

Com o objetivo de formular sistemas nanoencapsulados com maior capacidade de carga,
ou seja, com o aumento da quantidade de substancia ativa em relagdo ao material de parede, ao
mesmo tempo mantendo elevada uniformidade, estabilidade e eficiéncia de encapsulagdo foram
realizados experimentos com diferentes concentracdes do 6leo essencial de capim-limao e seu
composto majoritario citral. Com base no procedimento descrito previamente pelo grupo
(Antoniolli et al. 2020) para a formulacdo de nanocapsulas de PLA contendo OE de capim-
limdo foram estabelecidos os seguintes pardmetros: massa do polimero (100 mg), solventes
acetona (30 mL) e dgua (50 mL), surfactantes Tween 80 (0,077 g) e Span 60 (0,077 g). E para
avaliar o aumento da capacidade de carga das nanocapsulas cinco volumes do composto
bioativo foram avaliados: 100, 200, 300, 400 e 500 pL.

Ao aumentar a capacidade de carga, diferentes concentragdes dos compostos ativos
podem ser utilizados em experimentos in vitro € in vivo subsequentes, sem a necessidade de
uma etapa adicional de evaporagdo de agua. Além disso, no contexto de um processo de
escalonamento, a etapa de evaporagdo de 4gua, necessaria para atingir uma concentragao
desejada, tem potencial para causar degradagdo das nanocéapsulas (Ephrem et al., 2014).

As andlises de DLS (Dynamic Light Scattering) e PZ (Zeta Potential) foram empregadas
como ensaios iniciais para estabelecer a formagdo ou ndo das nanocépsulas, determinar o
tamanho médio ¢ avaliar a estabilidade das formulacdes. A técnica de DLS baseia-se na
dispersao da luz laser pelas particulas em suspensdo, medindo as flutuagdes na intensidade da
luz espalhada para calcular o tamanho das nanoparticulas. O potencial zeta (PZ), por sua vez, ¢
uma medida da carga superficial efetiva de nanoparticulas em dispersao que ¢ baseada na
movimentacio das particulas sob um campo elétrico aplicado (Oztiirk et al., 2024).

A Figura 17 apresenta a distribuicdo de didmetro para cada formulagdo obtidos por

espalhamento dindmico de luz das nanocéapsulas de OECL e de citral. Os perfis de distribui¢ao
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de tamanho de particulas revelaram distribuicdes unimodais para todas as formulagdes,
indicando a formagdo de populagdes de nanoparticulas homogéneas. Embora pequenas
variagdes no tamanho médio das particulas tenham sido observadas entre as formulagdes, sendo
o aumento relacionado com a carga de composto ativo empregado, nao foi detectada a presenca

de populagdes secundarias, o que indica auséncia de agregagao.

Figura 17. Distribui¢do por intensidade do didmetro das nanocapsulas obtidas por espalhamento de luz dindmico
e calculo do diametro médio obtido por uma aproximacgdo gaussiana para as formulagdes: A) Citral-NC-1, B)
OECL-NC-1, C) Citral-NC-2, D) OECL-NC-2, E) Citral-NC-3, F) OECL-NC-3, G) Citral-NC—4, H) OECL-
NC—4, I) Citral-NC-5, ]) OECL-NC-5.
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Fonte: o autor (2026).

Os valores obtidos para o potencial zeta estdo apresentados na Figura 18. Esse parametro
¢ amplamente utilizado na avaliacdo da carga superficial de nanoparticulas. O sinal positivo ou
negativo do potencial zeta sdo determinados pela direcao para a qual as particulas se deslocam
durante a eletroforese, em relacao aos eletrodos. No entanto, ¢ a magnitude do potencial zeta

que possui maior relevancia para a analise (Mora-Huertas et al., 2010).
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Figura 18. Valores de Potencial Zeta para as diferentes formula¢des de nanocéapsulas contendo 6leo essencial de
capim-limao e citral.
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Fonte: o autor (2026).

Como mostrado na Tabela 2, o aumento da quantidade de composto ativo na formulagao
ndo afetou a eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados variaram de 79,39 + 0,79% a 91,63 +
2,93% para o citral e de 89,99 + 1,84% a 94,11 £+ 0,78% para o OECL. Como esperado, com o
aumento da quantidade do nucleo bioativo, observou-se um incremento na capacidade de carga
das nanocapsulas formadas. Em termos de eficiéncia de nanoencapsulagdo, este ¢ um avango
importante, considerando que uma maior quantidade de composto ativo estard disponivel,
reduzindo assim a necessidade de material de parede e surfactantes adicionais.

O aumento da capacidade de carga foi acompanhado por um leve aumento no didmetro
hidrodindmico médio (MD). Para as formulagdes que empregaram 500 pL dos compostos
bioativos, o MD resultante foi de 220 + 15 nm e 224 + 15 nm para citral e OECL,
respectivamente. Em relacdo ao potencial zeta, que ¢ um indicador facilmente mensuravel da
estabilidade de dispersdes coloidais, todas as medi¢des apresentaram valores inferiores a —25
mV. Esse resultado indica alta estabilidade eletrostatica, devido a maior repulsdo entre as

nanoparticulas, contribuindo para uma vida til estavel (Oztiirk et al., 2024).



71

Tabela 13. Formulagdo de nanocapsulas de PLA contendo citral e OECL como compostos ativos com suas
respectivas respostas: eficiéncia de encapsulagdo (EE), capacidade de carga (CG), didmetro hidrodindmico médio
(DM) e potencial zeta (PZ).

Formulagdo  Composto ativo(uL) EE (%) CG(%) DM (nm) PZ (mV)

Citral-NC-1 100 89,09 = 1,24 44,37 £ 2,86¢ 172 +18  -31,4+0,9
Citral-NC-2 200 87,96 +1,76° 60,87 +3,07¢ 195 +14° 27,7+ 1,4
Citral-NC-3 300 79,39 £0,79¢ 65,36+ 5,21° 215+10*  -28,8+0,7
Citral-NC—4 400 91,63 +£2,93° 77,21 +£1,59* 219+16* 264+1,1
Citral-NC-5 500 89,37 +3,31% 80,12 £ 1,85 220+ 15* 285+ 1,4
OECL-NC-1 100 91,22 £ 5,884 45,91 +2,50P 177 £17¢ 31,104
OECL-NC-2 200 89,99 + 1,84AB 61,96 + 2,50¢ 195+108 -27,8+0,9
OECL-NC-3 300 81,06 0,718 66,30 + 4,688 214 +£94 279+1,5
OECL-NCH4 400 94,11 +£0,784 78,02 + 1,054 216 134 -254+0,9
OECL-NC-5 500 93,60+ 1,1148 81,46+ 1,014 224 +£15% -263+1,7

Os resultados sdo expressos como as médias de triplicatas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05). Letras minusculas referem-se as formula¢des contendo citral, enquanto letras maiusculas

referem-se as formulagdes contendo 6leo essencial de capim-liméao

O método de deposicao interfacial de um polimero pré-formado via deslocamento de
solvente, empregado neste estudo, envolve a simples dissolugao do polimero pré-formado e do
componente ativo em um solvente organico miscivel em agua, seguida de sua injecdo em uma
fase aquosa contendo um estabilizante. A rapida mistura na interface leva a difusdo do solvente,
resultando na formagdo de nanocédpsulas com tamanho e morfologia controlados, além de
compatibilidade com uma variedade de polimeros e ingredientes ativos (Fessi et al., 1989;
Weisany et al., 2022). A simplicidade operacional do método permite a produgdo em escala
industrial, o que ¢ essencial ao se vislumbrar a aplicagdo dos sistemas nanoencapsulados na
prevencao de doencgas pos-colheita.

Apos o estudo dos parametros de formulagdo das nanocapsulas, o passo seguinte foi
concentrar-se no escalonamento do processo de produgdo das formulagdes Citral-NC-5 e
OECL-NC-5. O processo envolveu a adaptagdo das condi¢des otimizadas para uma escala 40
vezes maior (Figura 19). As formulagdes em escala ampliada mantiveram praticamente os
mesmos valores de EE e LC observados para as formulagdes em escala otimizada. A
formulacao Citral-NC em escala ampliada apresentou EE de 84% e LC de 78,95%. A
formulagdo OECL-NC apresentou EE e LC de 87% e 79,82%, respectivamente.



72

Figura 19. Fluxograma do escalonamento da formulacdo das nanocapsulas.

Fonte: o autor (2026).

Além disso, o didmetro hidrodindmico médio registrado para Citral-NC-5 e
OECL-NC-5 em escala ampliada foi de 217 nm e 221 nm, respectivamente, mantendo os
valores de potencial zeta de —26,2 ¢ —25,4, respectivamente. A configuragdo do sistema permitiu
a remogao e recuperagao do solvente organico sob leve reducao de pressdo, resultando em uma
suspensado coloidal aquosa nanoencapsulada de 2 L, com concentragdo final de 0,84% (v/v) de
citral na formulagao Citral-NC-5 ampliada e 0,87% (v/v) de OECL na formulacdo
OECL-NC-5 ampliada.

As micrografias obtidas por FEG-SEM, apresentadas na Figura 20 revelam a morfologia
esférica das nanocépsulas nas formulacdes em escala ampliada, esse resultado morfologico
envolve fendmenos hidrodindmicos interfaciais que, no processo de sintese, a adi¢ao da solucao
acetonica-oleosa resulta em uma emulsificagdo espontanea, dispersando a fase oleosa em
nanogotas. Esse fendmeno pode ser atribuido a turbuléncia interfacial ou agitacdo espontanea
que ocorre na interface entre duas fases liquidas fora de equilibrio (Fessi et al., 1989). Além
disso, o didmetro médio das nanocapsulas foi medido a partir das micrografias de FEG—SEM
utilizando 150 medigdes aleatorias de nanocapsulas (software ImageJ, National Institute of
Health, EUA). Como resultado obtido das contagens, as nanocapsulas apresentaram didmetros

médios de 113 + 19 nm para Citral-NC e 171 £ 28 nm para OECL-NC.
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Figura 20. Imagens obtidas utilizando miroscopia eletronica de varredura com canhdo de emissao de campos, com

magnificacdo de 50.000 vezes das nanocapsulas de poli(acido latico) contendo, A) citral e B) 6leo essencial de

capim-limao.
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Fonte: o autor (2026).

4.4.2 Nanocapsulas utilizando Eudragit® S100

Tendo em vista a metodologia utilizada para a obten¢ao das nanocapsulas utilizando citral
e Oleo essencial de capim-limdo com o PLA, verificou-se a possibilidade de ser modificado o
composto bioativo para o 6leo essencial de orégano e o material polimérico utilizado, que desta
vez foi o Eudragit® S100, escolhido pelos resultados obtidos no teste de intumescimento. Para
1sso, foram utilizados seguintes parametros: massa do polimero (100 mg), solventes acetona
(30 mL) e agua (50 mL), surfactantes Tween 80 (0,077 g) e Span 60 (0,077 g) e do composto
bioativo (100, 200, 300, 400 e 500 uL). Os fatores resposta utilizados para as nanocapsulas de

PLA foram mantidos.
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Quando observado o didmetro médio das particulas nota-se 0 aumento progressivo com

o volume de composto bioativo adicionado a formulagdo, seguindo a mesma tendéncia das

nanocapsulas utilizando o PLA. Esse padrdo sugere que maiores volumes de composto bioativo

resultam em particulas maiores, o que pode estar relacionado ao aumento da carga de composto

bioativo na formulagdo (Figura 21).

Figura 21. Distribui¢do por intensidade do didmetro das nanocapsulas obtidas por espalhamento de luz dindmico
e calculo do diametro médio obtido por uma aproximagdo gaussiana para as formula¢des: A) OEOV-NC-1, B)

OEOV-NC-2, C) OEOV-NC-3, D) OEOV-NC—4, E) OEOV-NC-5,
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Fonte: o autor (2026).
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Quanto ao potencial zeta, os valores registrados sdo todos, variando de aproximadamente

—35 mV a —45 mV. Tais valores indicam uma boa estabilidade coloidal das formulagdes,

dificultando a sua aglomeracao (Figura 22).
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Figura 22. Valores de Potencial Zeta para as diferentes formula¢des de nanocéapsulas contendo 6leo essencial de
orégano.
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Fonte: o autor (2026).

Na Tabela 14 sdo apresentados todos os dados referentes ao diametro médio, potencial
zeta e a eficiéncia de encapsulacdo. Como ja relatado, observou-se um ligeiro aumento no
diametro médio das nanocapsulas (DM) com o incremento do 6leo essencial de orégano ou do
carvacrol. Em termos de potencial zeta (PZ) ndo houve alteragdo significativa, sendo assim,
todas as formulagdes de nanocapsulas demonstram-se estaveis. Além disso, a eficiéncia de
encapsulacdo ndo foi afetada pela quantidade de 6leo essencial ou carvarol incorporada nas
formulagdes, mantendo-se consistentemente acima de 87%.

Tabela 14. Formula¢Ges de nanocapsulas de Eudragit® S100 contendo OEOV como nucleo ativo e resultados

obtidos das variaveis de resposta: eficiéncia de encapsulagdo (EE), capacidade de carga (CG), didmetro
hidrodindmico médio (DM) e potencial zeta (PZ).

Formulagdo = Composto ativo (uL) EE (%) CG (%) DM (nm) PZ (mV)
OEOV-NC-1 100 93,78 £1,78% 46,95+1,63* 127+17° -36,4+0,1*
OEOV-NC-2 200 91,39+ 0,85% 62,61 2,118 146 +£21° -357+04"
OEOV-NC-3 300 90,81 1,174 71,27+1,99¢ 177+07%¢ —450+1,1¢
OEOV-NC—+4 400 90,94 +£2,71* 76,93 £1,73P 206+ 1928 432+0,5C
OEOV-NC-5 500 90,72 +2,10 81,18+ 1,758 229=+16* -39,7+0,8"

Os resultados sdo expressos como médias de triplicatas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey (p < 0,05). A densidade relativa do OEOV utilizada foi de 0,9364 + 0,0001.

Assim como as micrografias apresentadas para as nanocéapsulas de capim-limao e citral
utilizando o PLA, observa-se partir a micrografia de FEG—SEM das nanocapsulas de 6leo

essencial de orégano (Figura 2323) a formacao de nanoparticulas com morfologia esférica.
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Assim como nas Citral-NC e OECL-NC, o didmetro médio das nanocdpsulas também foi
medido a partir das micrografias utilizando 150 medicdes aleatorias de nanocéapsulas (Figura
233B). Como resultado obtido das contagens, as nanocapsulas apresentaram diametros médios

de 143 + 26 nm.

Figura 23. Imagens obtidas utilizando miroscopia eletronica de varredura com canhdo de emissao de campos, com
magnificagdo de 50.000 vezes das nanocapsulas de Eudragit® S100 contendo, A) carvacrol e B) 6leo essencial de
orégano.
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Fonte: o autor (2026).

Além disso, também foi realizada a analise de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) do Eudragit® S100, do 6leo essencial de Origanum vulgare L.
e da formulacdo das nanocapsulas (OEOV-NC-5) para avaliar as intera¢des entre o polimero
e o material do nucleo (Figura 244). O espectro de FTIR da formulacdo das nanocépsulas
contendo oOleo essencial de orégano (OEOV—-NC-5) indica a incorporacdo do 6leo na matriz
polimérica por meio de interagdes fisico-quimicas.

O polimero Eudragit® S100, um copolimero anidnico de acido metacrilico e metacrilato
de metila (2:1), apresenta a banda caracteristica de estiramento do grupo carbonila do éster
(C=0) em 1723 cm™, o estiramento C—O (éster) entre 1215-1145 cm™ e o estiramento alifatico
C-H em 2999 e 2952 cm™. O ¢6leo essencial (OEOV) exibe uma banda larga caracteristica dos
grupos fenolicos O—H na regido de 3365 cm™!, estiramento C—H aromatico/alifatico em 3000—
2840 cm™!, vibragdes C=C aromaticas em torno de 1638—1560 cm™ e bandas de estiramento
C-0 (fenodlicos/éteres) na regido de 1270-950 cm™, além de deformagdes aromadticas fora do
plano =C—-H abaixo de 900 cm™.

No espectro do OEOV-NC, observa-se a atenuagao das bandas atribuidas ao OEOV, o
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que ¢ consistente com o aprisionamento do 6leo dentro da matriz polimérica. Também ocorre
um sobreposi¢do parcial das bandas do OEOV com as do polimero, levando ao achatamento ou
fusdo de picos claramente visiveis no 6leo puro e a um leve deslocamento da banda carbonila
do Eudragit® S100, de 1723 cm™ para 1728 cm™, sugerindo a formacdo de ligagdes de

hidrogénio entre os grupos fendlicos OH do OEOV e os grupos carbonila/éster do polimero.
Figura 24. Caracterizagdo do Eudragit® S100, do 6leo essencial de Origanum vulgare (OEOV) e das nanocapsulas

de Eudragit® S100 contendo 6leo essencial de Origanum vulgare (OEOV-NC-5) por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
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Fonte: o autor (2026).

A analise termogravimétrica (TGA) e sua derivada (DTG), apresentadas nas Figura 255A
e B, respectivamente, revelaram diferengas marcantes no comportamento térmico do oleo
essencial de orégano, do polimero Eudragit® S100 e do OEOV-NC-5. O OEOV apresentou
perda de massa em um Unico estagio principal, comecando a 30 °C e com perda de massa total
a 183 °C. Isso ¢ atribuido a volatilizacdo e degradac¢dao de seus constituintes, conhecidos por
sua alta labilidade térmica. Em contraste, o polimero Eudragit® S100 demonstrou maior
estabilidade, sem perda de massa detectavel até 339 °C, apresentando degradagao no intervalo

de 339°C a 445°C. O OVEO-NC-5 apresentou um perfil de perda de massa semelhante ao do



78

polimero puro. Nenhuma perda de massa inicial associada ao essencial foi detectada. No
entanto, uma perda de massa inicial foi observada a 291°C, indicando o efeito protetor conferido

pela matriz polimérica, atuando como uma barreira, retardando a decomposigao térmica dos
constituintes ativos.
Figura 25. Caracterizagdo do Eudragit® S100, do 6leo essencial de Origanum vulgare (OEOV) e das

nanocapsulas de Eudragit® S100 contendo o 6leo essencial de Origanum vulgare (OEOV-NC-5) por (A) analise
termogravimétrica (TGA) e (B) derivada da TGA (DTG).
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Fonte: o autor (2026).

O OEOV-NC-5 apresentou um perfil intermedidrio entre o 6leo puro e o polimero.
Foram detectadas perdas de massa iniciais associadas ao 6leo essencial; contudo, estas
ocorreram em temperaturas mais elevadas, indicando o efeito protetor conferido pela matriz
polimérica, que atua como uma barreira ao retardar a decomposicao térmica dos constituintes
ativos. Esse mesmo comportamento foi identificado por Antonioli e colaboradores (2020) e Cui

e colaboradores (2018).
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.5.1 Nanocapsulas poliméricas de PLA utilizando dleo essencial de capim-limao e citral

4.5.1.1 Ensaio de germinacao de conidios

Para a avaliagdo e comparac¢do do potencial antifingico das nanocapsulas de capim-limao
ou citral previamente aos ensaios in vivo, foram planejados ensaios de germinagao de conidios
frente aos compostos encapsulado e nao encapsulados.

A inibicao completa do crescimento do fungo B. cinerea foi observada no tratamento com
6leo essencial encapsulado em concentragdo de 0,1% (v/v) e no tratamento com 6leo essencial
nao-encapsulado a 0,05% (v/v) (Tabela 15). As concentragdes inibitorias encontradas no ensaio
corroboram com resultados encontrados no uso de 6leo essencial para controle de B. cinerea,

como descrito por Barrera-Necha e colaboradores (2008).

Tabela 15. Atividade antifiingica in vitro de citral e OECL encapsulados e ndo encapsulados frente ao fungo B.
cinerea ap6s 24 horas.

Conesmimaso do Escala de germinagdo dos conidios®

tratamento % (v/v)*

Citral Citral-NC OECL OECL-NC

0,4 II1 111 111 111
0,2 II1 111 111 111
0,1 II1 111 111 111
0,05 I 111 111 111
0,025 I II I I
0,0125 I I I I
0,00625 I I I I
Controle I I I I

 As concentragoes finais do citral e do OECL encapsulados ou do citral foram preparadas a partir das formulagdes
em escala ampliada de Citral-NC ¢ OECL-NC, com concentra¢des iniciais de 0,84% (v/v) e 0,87% (v/v),
respectivamente.® (I) conidios com crescimento de hifas, (II) conidios com emergéncia do tubo germinativo e (I1I)
conidios sem emergéncia de hifas observavel.

A diferenca na atividade entre o composto bioativo encapsulado e o ndo encapsulado pode
estar atrelada ao fato de que, no inicio do ensaio, o 6leo essencial ndo encapsulado j4 estd em
contato direto com os conidios do fungo. J& o oOleo essencial encapsulado ¢ liberado

gradualmente com a difusao do composto em dire¢do ao meio externo.
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4.5.1.2 Citometria de fluxo

O mecanismo antifungico dos o6leos essenciais tem sido associado a intera¢do dos
principais componentes apolares dos 6leos com a membrana celular, resultando em sua ruptura
e aumento da permeabilidade da membrana. Monoterpenos, como o citral, também podem
promover o acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibir enzimas
fingicas (Pedroso et al., 2024; Scariot et al., 2020). Assim, a analise por citometria de fluxo foi
utilizada com o intuito de compreender o efeito do citral e do OECL encapsulados e nao
encapsulados sobre a integridade da membrana dos conidios.

Com base no teste de germinagao in vitro, foram selecionadas as concentracdes de 0,05%
(v/v) e 0,10% (v/v). O grafico de densidade de fluorescéncia dos conidios de B. cinerea nao
tratados (Figura 266A) mostrou 66,23% de atividade de esterase (quadrantes 2 ¢ 3), enquanto
0s 33,74% restantes da populagdo estdo localizados no quadrante 4. O quadrante 4 geralmente
representa o ruido de fundo, detritos ou células ndo coradas que exibem pouca ou nenhuma
atividade metabdlica. No entanto, a natureza espessa ¢ resistente da membrana celular do
conidio pode impedir a entrada do corante 5-CFDA, resultando em atividade de esterase
indetectavel. Essa observacdo j4 foi relatada anteriormente em analises por citometria de fluxo
de conidios de B. cinerea (Romero Bernal et al., 2019). Além disso, a maior parte da populagao
de conidios (93,4%) foi encontrada no quadrante 4, sem coloragdo por PI, confirmando,
portanto, a integridade da membrana.

Como mostrado em outros graficos de densidade de fluorescéncia (Figura 266B a 1), os
conidios expostos a ambas as concentragdes de citral ou OECL, encapsulados ou nado
encapsulados, apresentaram redu¢do na integridade da membrana celular em comparagdo ao
controle, como indicado por um leve aumento na captagdo de iodeto de propidio (Tabela 16).

O aumento da atividade de esterase, com a migragdo da maior parte da populacdo para os
quadrantes 2 e 3, pode ser devido ao aumento da permeabilidade da membrana causado pelos
compostos ativos, permitindo melhor acesso do corante CFDA ao interior da célula. Embora
nenhum conidio danificado tenha sido detectado na andlise por citometria de fluxo, esse
resultado indica que os compostos ativos atuam comprometendo a integridade da membrana,

resultando em um estado de “estresse” dos conidios.



81

Tabela 16. Efeito do citral e do OECL (livres e nanoencapsulados) na integridade da membrana celular de
conidios de B. cinerea.

Concentragdo % (V/V)  Integridade da membrana celular (%IP positivo)

A)  Controle - 6,57
B) Citral 0,05 26,13
C) Citral 0,1 31,37
D) OECL 0,05 38,00
E) OECL 0,1 28,84
F) Citral-NC 0,05 27,59
G) Citral-NC 0,1 25,87
H) OECL-NC 0,05 23,30
I) OECL-NC 0,1 27,49

Figura 26. Efeito do 6leo essencial de capim-limao e citral, ndo nanoencapsulados ou nanoencapsulados, sobre
conidios de B. cinerea na integridade da membrana e na atividade esterasica. A) Controle; B) Citral 0,05% (v/v);
C) Citral 0,10% (v/v); D) OECL 0,05% (v/v); E) OECL 0,10% (v/v); F) Citral-NC-5 0,05% (v/v); G) Citral-NC—
50,10% (v/v); H) OECL-NC-5 0,05% (v/v); I) OECL-NC-5 0,10% (v/v).
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Fonte: o autor (2026).

4.5.1.3 Ensaio in vivo para o controle do fungo B. cinerea em uvas

Para o ensaio in vivo foram escolhidas uvas devido a importancia mundial do mofo-
cinzento como doenca pos-colheita, responsavel por uma redugdo significativa na quantidade e
na qualidade das bagas maduras (Rahman et al., 2024). Além disso, a progressdao da necrose
causada pelo fungo pode ser facilmente medida devido aos sintomas visiveis na superficie das

bagas. O citral e o OECL, encapsulados e ndo encapsulados, foram escolhidos nas
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concentragdes de 0,05% (v/v) e 0,10% (v/v) com base em estudos in vitro, e os diametros das
lesdes foram avaliados apds 96 h, 120 h e 168 h.

No estudo comparativo envolvendo o OECL, foi demonstrado que as uvas nao tratadas
desenvolveram extensa deterioragdo necrdtica, com aumento progressivo dos diametros das
lesdes durante o periodo de avaliagdo. As uvas tratadas com OECL nas concentragdes de 0,05%
e 0,10% nao apresentaram eficacia significativa na prevenc¢do da necrose em comparagao com
0 grupo controle positivo, conforme mostrado no grafico de barras da Figura 2727A. Em
contraste, os tratamentos com OECL-NC inibiram a expansao das lesdes e a severidade da
doenca. Além disso, foi observado um efeito dependente da dose. O OECL-NC-5 na
concentragdo de 0,10% (v/v) apresentou a reducdo mais significativa na progressdo fungica,
com diminui¢do de 63% nos didmetros das lesdes apos 168 h em comparacdo ao controle
positivo, conforme mostrado na Figura 277A. Ademais, ndo foi observada necrose no controle
negativo.

Ao comparar os didmetros das lesdes do mesmo grupo tratado medidos nos trés periodos
distintos (Figura 277B), observou-se que o OECL-NC-5 na concentracao de 0,10% (v/v) foi
eficaz em retardar a taxa de deterioracdo nas bagas, sem progressdo estatisticamente
significativa da infeccdo ao longo do periodo avaliado. A avaliacdo visual das bagas de uva
mostrada na Figura 277C corrobora os dados quantitativos. Os grupos controle e os tratados
com OECL nd3o encapsulado apresentaram frutos com sintomas severos, incluindo
escurecimento generalizado, crescimento micelial e colapso do tecido. Em contraste, as uvas
tratadas com OECL-NC exibiram apenas pequenas lesoes superficiais, e a integridade geral do

tecido foi preservada, especialmente no tratamento com concentragao de 0,10% (v/v).
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Figura 27. Tratamento in vivo preventivo pos-colheita contra B. cinerea em uvas tratadas com OECL nao
encapsulado e encapsulado. A) Didmetro das lesdes em bagas de uva inoculadas com conidios de B. cinerea,
medido em trés tempos de armazenamento para seis diferentes tratamentos. Para cada tempo de armazenamento,
letras iguais indicam auséncia de diferengas estatisticas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p <
0,05). B) Grafico de barras mostrando a progressdao da infecgdo no mesmo grupo de tratamento ao longo dos
periodos de armazenamento. Para cada tratamento, letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre os
tempos, conforme o teste de Tukey (p < 0,05). C) Imagens de trés uvas representativas do grupo médio de
tratamento ap6s 168 horas de incubag@o.
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Fonte: o autor (2026).

A avaliagdo in vivo utilizando Citral e Citral-NC-5 apresentou resultados semelhantes
aos observados nos experimentos com OECL e OECL-NC-5. No entanto, durante as primeiras
96 horas, observou-se que as uvas tratadas com citral ndo encapsulado apresentaram lesdes
maiores do que as do grupo controle positivo. Esse padrio se manteve nas medigdes

subsequentes, conforme mostrado na Figura 288. A fitotoxicidade acentuada, em comparagdo
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ao OECL, pode ser explicada pelo fato de o citral ser composto apenas por geranial e neral.
Embora o citral possua reconhecida atividade antimicrobiana, ele também pode causar
fitotoxicidade, resultando em efeitos adversos sobre frutos ou plantas (Abd-Elgawad et al.,
2021). Lesdes de tamanho semelhante ou superior as do grupo controle positivo, quando se
utiliza 6leo essencial ndo encapsulado, ja foram observadas em estudos anteriores (Antonioli et
al., 2020).

Por outro lado, as uvas tratadas com citral encapsulado apresentaram uma redugdo
significativa nas lesdes causadas pela doenca. Na primeira medigdo, apds 96 horas, as uvas
tratadas com a suspensdo coloidal de Citral-NC-5 na concentragdo de 0,05% (v/v)
apresentaram lesdes 27% menos severas do que as do grupo controle positivo. Um maior
controle bioldgico foi observado quando as uvas foram tratadas com Citral-NC-5 a 0,10%. O
diametro médio das lesdes foi de 1,87 + 1,0 mm, o que representa uma reducgdo de 72% em
relacdo ao didmetro das lesdes do grupo controle, que foi de 6,75 + 2,3 mm. Além disso, ao
comparar o didmetro médio das lesdes entre os tratamentos com citral ndo encapsulado e
encapsulado na concentragdo de 0,10%, o efeito da encapsulagdo do composto bioativo ficou
evidente. Além de inibir o aumento das lesdes, a formulagdo também impediu a formacao de
micélio na superficie.

De forma semelhante as uvas tratadas com OECL-NC-5 a 0,10% (v/v), aquelas tratadas
com Citral-NC—-5 na mesma concentragdo apresentaram uma progressao mais lenta da infecgao

ao longo do periodo de avaliagao.
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Figura 28. Tratamento preventivo in vivo pos-colheita contra B. cinerea em uvas tratadas com citral encapsulado
e ndo encapsulado. A) Diametro das lesdes em bagas de uva inoculadas com conidios de B. cinerea, medido em
trés tempos de armazenamento para seis diferentes tratamentos. Para cada tempo de armazenamento, letras iguais
indicam auséncia de diferencas estatisticas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).
B) Gréfico de barras mostrando a progressdo da infeccdo no mesmo grupo de tratamento ao longo dos periodos de
armazenamento. Para cada tratamento, letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre os tempos,
conforme o teste de Tukey (p < 0,05). C) Imagens de trés uvas representativas do grupo médio de tratamento apos
168 horas de incubagao.
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Fonte: o autor (2026).

Apobs 168 horas, as uvas foram cortadas para avaliar a integridade interna dos frutos
(Figura 299 e Figura 3030). Diferencas perceptiveis de coloracdo foram observadas no interior
das bagas. As bagas tratadas com OECL ou citral ndo encapsulados apresentaram deterioragao

interna semelhante a observada nas bagas do grupo controle positivo.
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Em contraste, a estrutura interna das bagas tratadas com OECL ou citral encapsulados
ndo apresentou sinais de deterioracdo fungica. A parte interna dessas bagas assemelhava-se a

do controle negativo, independentemente da concentragdo avaliada.

Figura 29. Uvas cortadas selecionadas de cada grupo de tratamento in vivo apds 168 h. Cada imagem mostra a
mesma baga: a casca a esquerda e o interior a direita. A) Controle negativo; B) Controle positivo; C) OECL 0,05%
(v/v); D) OECL 0,10% (v/v); E) OECL-NC-5 0,05% (v/v); e F) OECL-NC-5 0,10% (v/v).

Fonte: o autor (2026).

Figura 30. Uvas cortadas selecionadas de cada grupo de tratamento in vivo apds 168 h. Cada imagem mostra a
mesma baga: a casca a esquerda e o interior a direita. A) Controle negativo; B) Controle positivo; C) Citral 0,05%
(v/v); D) Citral 0,10% (v/v); E) Citral-NC-5 0,05% (v/v); F) Citral-NC-5 0,10% (v/v).

Fonte: o autor (2026).

4.5.2 Nanocapsulas poliméricas de Eudragit® S100 utilizando 6leo essencial orégano

4.5.2.1 Ensaio de germinacao

Para avaliar e comparar o potencial de atividade do OEOV-NC-5 em relagao ao OEOV
ndo encapsulado, foram utilizados os mesmos patégenos empregados no ensaio de germinacao
com o 6leo essencial, e as escalas utilizadas foram as mesmas descritas na se¢do 2.3.

Conforme apresentado na Tabela 17, até a concentragdo de 0,025% (v/v), tanto o OEOV
quanto 0 OEOV-NC-5 promoveram inibi¢do completa (escala III) da germina¢do de conidios
de B. cinerea e C. fructicola ap6s 48 h de avaliagdo. No entanto, na concentragdo de 0,0125%

(v/v), o OEOV-NC-5 apresentou eficacia superior na inibi¢do da germinagdo conidial em
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comparac¢do ao OEOV nio encapsulado.

Para B. cinerea, o tratamento com OEOV resultou na observacdo de conidios com
emissao de tubo germinativo apds 48 h (escala II), enquanto a inibi¢do completa da germinagao
foi alcangada com o OEOV-NC-5. No caso de C. fructicola, o tratamento com o 6leo nao
encapsulado promoveu a inibicdo completa da germinagdo conidial nas primeiras 24 h.
Contudo, ap6s 48 h, foram observados conidios com crescimento hifal, indicando reducdo da
atividade antifungica do 6leo essencial ao longo do tempo. Em contraste, 0o OEOV-NC-5 foi
capaz de impedir a germinagao conidial durante todo o periodo de avaliagao de 48 h.

Na menor concentragdo avaliada (0,00625% (v/v)), o OEOV ndo apresentou eficacia na
inibi¢do da germinagdo de conidios, resultando em resposta equivalente a do experimento
controle (escala I). Ainda assim, foi observada uma inibi¢do fraca da germinagao conidial para

0 OEOV-NC-5 no caso de C. fructicola.

Tabela 17. Atividade antifingica in vitro do OEOV e do OEOV-NC-S5 frente a B. cinerea e C. fructicola apos
24hed48h

Escala de germinacdo dos conidios®
Concentragdo do

T S B.cinerea C. fructicola
OEOV OEOV-NC-5 OEOV OEOV-NC-5
24h 48 h 24h 48 h 24h 48 h 24h 48 h
0,4 I 1 I I I I I I
0,2 I 11 I I I I I I
0,1 I 1 I I I I I I
0,05 I 1 I I I I I I
0,025 I 1 I I I I I I
0,0125 I I I I I I I I
0,00625 I I I | I I I I
Controle I I I | I I I I

®A concentragdo final da suspensio de OEOV-NC-5 foi preparada da formulagio OEOV-NC-5 com
concentragdo de 0,81% (v/v). °(I) conidios com crescimento de hifas, (II) conidios com emergéncia do tubo

germinativo e (III) conidios sem emergéncia de hifas observavel.

Nos ensaios envolvendo conidios de C. gloeosporioides e P. digitatum (Tabela 18), a
menor concentragao eficaz foi de 0,025% (v/v) tanto para os tratamentos com OEOV quanto
com OEOV-NC-5. Nos tratamentos com OEOV nao encapsulado, foram observados conidios
com emissdo de tubo germinativo ap6s 48 h, evidenciando a germinagdo dos patdgenos. Em
contraste, nos tratamentos com OEOV-NC-5, ndo foi observada emissao de hifas mesmo apds
48 h de avaliacao.

Esse resultado corrobora a hipdtese de que as nanocapsulas atuam como um sistema de

liberagdo controlada, promovendo a liberagdo gradual dos compostos ativos, a0 mesmo tempo
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em que os protegem contra volatilizagdo e degradagdo (Fakhariha et al., 2025).

Nas concentragoes de 0,0125% e 0,00625% (v/v), ndo foi observada atividade inibitoria
para nenhum dos tratamentos (OEOV ou OEOV-NC-5). Em todas as condig¢des experimentais,
verificou-se a germinagdo dos conidios com emissao de hifas, comportamento semelhante ao

observado no experimento controle.

Tabela 18. Atividade antifingica in vitro do OEOV e do OEOV-NC-S5 frente a C. gloeosporioides e
P. digitatum apés 24 he 48 h

. Escala de germinacdo dos conidios®
Concentragdo do

T C. gloeosporioides P. digitatum
OEOV OEOV-NC-5 OEOV OEOV-NC-5
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
0,4 11T 111 111 111 111 111 111 111
0,2 11T 11T 111 111 111 111 111 111
0,1 11T 11T 111 111 111 111 111 111
0,05 11T 11T 111 111 111 111 111 111
0,025 11T 11 111 111 111 II 111 111
0,0125 | | I | | I I 1
0,00625 | | I | | I I 1
Controle I I I I I I I I

2A concentragdo final da suspensio de OEOV-NC-5 foi preparada da formulagio OEOV-NC-5 com
concentragdo de 0,81% (v/v). ®(I) conidios com crescimento de hifas, (I) conidios com emergéncia do tubo

germinativo e (III) conidios sem emergéncia de hifas observavel.

4.5.2.2 Ensaio in vivo para o controle do fungo C. gloeosporioides em macas

Para a avaliagdo do potencial antifungico das nanocapsulas OEOV-NC-5 foram
utilizadas as magas e o fungo C. gloeosporioides devido a importancia agrondmica da
antracnose, doenca causada por esse fungo, e responsavel pela reducdo da qualidade e do
rendimento de frutos no periodo pds-colheita. Além disso, a progressao da necrose causada pelo
fungo pode ser facilmente medida devido aos sintomas visiveis na superficie da fruta.

O OEOV, encapsulado e ndo encapsulado, foi selecionado nas concentragdes de 0,025%
(v/v) e 0,050% (v/v) com base em estudos in vitro, e os diametros das lesdes foram avaliados
ap6s 7, 14 e 21 dias.

O ensaio antifingico in vivo demonstrou diferengas claras entre os tratamentos quanto ao
desenvolvimento dos sintomas de antracnose em macas inoculadas C. gloeosporioides (Figura
311). Como esperado, o controle positivo (inoculado e ndo tratado) apresentou a infec¢do mais

severa, caracterizada por extensas lesdes necréticas escuras, maceracao do tecido e crescimento
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fingico visivel, correspondendo aos maiores diametros de lesdo observados na andlise
quantitativa. Em contraste, o controle negativo (ndo inoculado e ndo tratado) ndo apresentou
danos visiveis, confirmando a auséncia de contaminacao natural ¢ validando a confiabilidade
do procedimento experimental.

Os tratamentos com OEOV nao encapsulado ndo mostraram reducdo significativa na
severidade das lesdes em comparacdo com o controle positivo. No entanto, observou-se uma
tendéncia a fitotoxicidade do OEOV, ja que, no tratamento com concentracao de 0,025% (v/v),
verificou-se uma lesdo menor em comparacdo ao tratamento com 0,050% (v/v). Em
concentragdes elevadas, compostos fendlicos, como o carvacrol, podem induzir fitotoxicidade
localizada ou estresse oxidativo nos tecidos do hospedeiro, resultando em danos celulares e
aumento da permeabilidade das membranas. Essas respostas de estresse podem comprometer a
integridade dos tecidos dos frutos, potencialmente facilitando a colonizac¢do por patdogenos e a
progressao da doenga (Pei et al., 2020a).

Embora o OEOV ¢ seu composto majoritario sejam amplamente reconhecidos na
literatura por sua atividade antifiingica, sua aplicag@o direta em tecidos de frutos pode causar
efeito fitotoxico. Ao testar a aplicacdo direta de OEOV em frutas para controlar B. cinerea e M.
laxa, Lopez-Reyes e colaboradores (2013) observaram danos teciduais manifestados como
manchas na superficie das nectarinas, atribuidos a acao fitotoxica desses compostos. De forma
semelhante, Kontaxakis e colaboradores (2020) também relataram que Oleos essenciais
contendo carvacrol ou timol como constituintes majoritarios causaram danos teciduais em uvas.

A encapsulacio do OEOV em nanocéapsulas de Eudragit® S100 (OEOV-NC-5)
aumentou ainda mais o desempenho antifungico. Ambas as concentragoes, 0,025% (v/v) e
0,050% (v/v), de OEOV—-NC-S5 resultaram em lesdes visivelmente menores € menos intensas
do que os tratamentos com o 6leo livre correspondente, conforme mostrado pelos menores
didmetros médios das lesdes nos graficos de barras. Para o tratamento com OEOV-NC-5 a
0,025% (v/v), foi possivel reduzir em 62% o didmetro das lesdes em comparagdo ao controle
positivo, e, com o tratamento OEOV-NC-5 a 0,050% (v/v), foi possivel inibir completamente
os sintomas da doenca causada pelo fungo. Em ambos os tratamentos encapsulados, a atividade
antifingica foi mantida por um periodo prolongado, sugerindo que a matriz polimérica
proporcionou liberacdo controlada e protecdo dos compostos ativos contra evaporagdao e
degradacao. A maior estabilidade e liberacao sustentada do OEOV a partir das nanocéapsulas
provavelmente prolongaram seu tempo de contato com o patdgeno, intensificando o efeito

inibitorio.
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Figura 31. Tratamento in vivo preventivo pos-colheita contra C. gloeosporioides em magas tratadas com OEOV
nao encapsulado e encapsulado. A) Didmetro das lesdes em magas inoculadas com conidios de C. gloeosporioides,
medido em trés tempos de armazenamento para os seis diferentes tratamentos. Para cada tempo de armazenamento,
letras iguais indicam auséncia de diferenga estatistica entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p <
0,05). B) Grafico de barras mostrando a progressdo da infeccdo no mesmo grupo de tratamento ao longo dos
periodos de armazenamento. Para cada tratamento, letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre os
tratamentos, conforme o teste de Tukey (p < 0,05). C) Imagens de trés magds que representam o grupo de
tratamento médio apds 21 d de incubagdo.
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Fonte: o autor (2026).

Do ponto de vista visual, os frutos tratados com OEOV-NC-5 apresentaram apenas
escurecimento leve ou ausente ao redor do ponto de inoculacdo, mantendo a integridade

saudavel do tecido, especialmente na maior concentragdo (Figura 311C). Esses resultados
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corroboram os dados quantitativos e reforcam a vantagem das formulagdes baseadas em

nanocarreadores para o controle de doengas pds-colheita.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial dos 6leos essenciais como
agentes antifingicos naturais no controle de fitopatdgenos de relevancia pods-colheita.
Inicialmente, as andlises cromatograficas por GC-MS e GC-FID permitiram a identificagdo e
quantificagdo dos sete 6leos essenciais avaliados.

A avaliagdo antifingica frente aos fungos B. cinerea, C. fructicola, C. gloeosporioides ¢
P. digitatum evidenciou diferencas significativas entre os compostos testados, destacando-se os
oleos essenciais de capim-limdo e de orégano como os mais efetivos na inibicdo do
desenvolvimento fungico.

A partir desses resultados e dos testes de intumescimento, foram desenvolvidas
formulagdes nanoestruturadas visando superar limitagdes intrinsecas aos 6leos essenciais, como
volatilidade, instabilidade quimica e baixa persisténcia no ambiente. Nanocapsulas poliméricas
de PLA contendo 6leo essencial de capim-limio ou citral, bem como nanocépsulas de Eudragit®
S100 contendo 6leo essencial de orégano, foram produzidas com sucesso por nanoprecipitacao
de polimero pré-formado. As formulagdes apresentaram elevada eficiéncia de encapsulagao,
superior a 87%, e potencial zeta médio de aproximadamente —26 mV, indicando adequada
estabilidade coloidal e eficiéncia na incorporacdo dos compostos bioativos.

Os ensaios bioldgicos demonstraram que o processo de encapsulacdo ndo comprometeu
a atividade antifungica dos compostos. O citral e o 6leo essencial de capim-limdo mantiveram
sua capacidade de inibicdo sobre conidios de B. cinerea, apresentando desempenho comparavel
aos compostos ndo encapsulados. Adicionalmente, analises por citometria de fluxo revelaram
que tanto as formas livres quanto encapsuladas desses compostos promoveram perda de
integridade da membrana celular dos conidios, indicando que o mecanismo de agdo antifingico
foi preservado nas formulagdes nanoestruturadas.

Quando empregado o 6leo essencial de orégano foi possivel observar que frente aos
fungos fitopatogénicos B. cinerea, C. fructicola, C. gloeosporioides e P. digitatum as
nanocapsulas promoveram um efeito mais duradouro apds 48 horas em comparacdo a sua
formulacao ndo encapsulada no controle da germinagao de conidios.

Nos ensaios em sistemas bioldgicos, as formulacdes apresentaram resultados expressivos
no controle de doengas pds-colheita. Em uvas, as nanocépsulas de PLA contendo citral e 6leo
essencial de capim-limao reduziram o didmetro das lesdes causadas por B. cinerea em até 72%

durante sete dias de armazenamento. Em magis, as nanocapsulas de Eudragit® S100 contendo
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6leo essencial de orégano foram capazes de controlar completamente o desenvolvimento das
lesdes causadas por C. gloeosporioides por até 21 dias, evidenciando o elevado potencial dessas
formula¢des no manejo de patdégenos em frutas armazenadas.

De forma integrada, os resultados obtidos demonstram que a nanoencapsulagdo
polimérica representa uma estratégia tecnologica robusta para viabilizar o uso de Oleos
essenciais no manejo fitossanitario. A protecao conferida pela matriz polimérica contribui para
a estabilizacdo dos compostos volateis e ampliando sua eficacia biologica em condigdes reais
de aplicag¢do. Dessa forma, esta abordagem nao apenas preserva o potencial antifungico dos
compostos naturais, mas também amplia sua aplicabilidade em sistemas agricolas.

Assim, este trabalho contribui para o avango do conhecimento na area de formulagao de
compostos naturais nanoestruturados e refor¢a o potencial da nanotecnologia como ferramenta
estratégica para o desenvolvimento de insumos agricolas mais seguros e sustentaveis. As
evidéncias obtidas indicam que sistemas nanoencapsulados de oOleos essenciais podem
representar uma alternativa promissora aos fungicidas sintéticos convencionais, especialmente

no controle de doencgas pos-colheita.
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